Revista de Ciéncias
Farmacéuticas

Basica e Aplicada
Journal of Basic and Applied Pharmaceutical Sciences

Rev Ciénc Farm Basica Apl., 2011;32(1):121-125
ISSN 1808-4532

Atividade Antimicrobiana de Extratos Etanélicos de
Peperomia pellucida e Portulaca pilosa

Mendes, L.P.M.'; Maciel, K.M.!; Vieira, A.B.R.%; Mendonga, L.C.V.}; Silva, RM.F.!; Rolim Neto, P.J.3";
Barbosa, W.L.R.! Vieira, JM.S.!

'Faculdade de Farmacia. Instituto de Ciéncias da Satude. Universidade Federal do Para. Brasil.
“Instituto de Ciéncias Biologicas. Universidade Federal do Para. Brasil.
*Departamento de Ciéncias Farmacéuticas. Centro de Ciéncias da Saude. Universidade Federal de Pernambuco. Brasil.

Recebido 11/05/2010 / Aceito 03/12/2010

RESUMO

As plantas utilizadas na medicina tradicional estio
sendo cada vez mais estudadas por serem possiveis
fontes de substancias com atividades antimicrobianas.
Dentre elas, destacando-se a Peperomia pellucida
(erva-de-jabuti) e a Portulaca pilosa (amor-crescido),
utilizadas comumente na Amazoénia. A P. pellucida
¢ utilizada, popularmente, em casos de hemorragia,
como curativo para feridas, dores abdominais,
abscessos, acne, furinculos, célicas, problemas renais,
hipertensio e colesterol, enquanto a P. pilosa é utilizada
como hepato-protetor, antidiarreico, diurético, para
queimaduras, erisipelas e ferimentos. Neste trabalho,
foram realizadas a abordagem fitoquimica e a atividade
antimicrobiana in vitro desses dois materiais vegetais. A
prospeccio fitoquimica revelou a presenca de acuicares
redutores, fendis e taninos, esteroides e triterpenoides,
glicosidios cardiacos e carotenoides no extrato etandélico
seco (EES) de P. pillosa, e a presenca de proteinas e
aminoacidos, fenois e taninos, flavonoides, esteroides
e triterpenoides, azulenos, carotenoides, depsidios e
depsidonas no EES de P. pellucida. Para avaliacao da
atividade antimicrobiana dos extratos etandlicos brutos,
foi empregado o método de disco difusdo em agar, nas
concentracoes de 500; 250; 125 e 62,5 pg/mL. Os extratos
testados que apresentaram atividade antimicrobiana na
avaliacao preliminar foram submetidos a determinacao
da concentracio inibitéria minima (CIM) pela técnica
de microdiluicio em caldo. O extrato de P. pellucida
possui atividade antimicrobiana frente a S. aureus
e P. aeruginosa, e o de P. pilosa contra Pseudomonas
aeruginosa.
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INTRODUCAO

O surgimento e a disseminagdo de micro-organismos
resistentes aos antimicrobianos disponiveis no mercado tém
sido relatados ha décadas, incentivando a busca de novas
fontes de substincias com atividades antimicrobianas,
como as plantas utilizadas na medicina tradicional.

O conhecimento e a pesquisa dos beneficios das
espécies vegetais foram realizados por varias civilizagdes
em todos os continentes. Embora de modo empirico
ou intuitivo, baseando-se em descobertas ao acaso,
as sociedades antigas utilizavam as plantas para fins
terapéuticos e, mais tarde, elas serviram de base para a
Botanica, Quimica e Medicina. Observa-se, atualmente,
uma tendéncia de retorno a fitoterapia, atitude recomendada
pela OMS — Organizacdo Mundial de Sauade. O referido
orgao apoiou o estudo e o uso de plantas medicinais
regionais como forma de baixar os custos dos programas de
saude pubica, principalmente nos paises subdesenvolvidos
ou ainda em desenvolvimento, como o Brasil (Martins,
1995).

Os trabalhos de pesquisa através de espécies vegetais
com propriedades terapéuticas originam medicamentos em
menor tempo, de custo inferior e, consequentemente, mais
acessiveis a populag¢do, que, em sua maioria, encontra-
se sem quaisquer condi¢des financeiras de arcar com o0s
custos elevados da aquisicdo de medicamentos que possam
ser utilizados como parte de atendimento das necessidades
primarias de saude (Furlam, 1998).

No Brasil, encontram-se cerca de 20% das 250
mil espécies medicinais catalogadas pela United Nations
Educational  Scientific and Cultural — Organization
(UNESCO), facilitando o aproveitamento do potencial
curativo dos vegetais para o tratamento de doencas no
pais (Drumond et al., 2004). O ecossistema amazonico,
detentor de uma das regides de maior biodiversidade
do planeta, apresenta inimeras espécies vegetais com
propriedades medicinais relatadas e outras em que seus
efeitos terapéuticos sdo desconhecidos. Dentre as utilizadas
popularmente na medicina popular, destacam-se a erva-
de-jabuti (Peperomia pellucida (L.) H.B.K.), também
conhecida como lingua-de-sapo, e o amor-crescido
(Portulaca pilosa L.) (Pimentel, 1994).
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A familia Piperaceae, descrita por Paul Dietrich
Giseke, compreende, aproximadamente, trés mil espécies
distribuidas em oito géneros, dentre os quais se destacam os
géneros Piper, Peperomia e Pothomorphe. Geralmente, as
plantas desses géneros sdo arbustos, lianas, epifitas, ervas e
pequenas arvores. A familia é muito importante como fonte
de substancias, pois apresenta atividade farmacologica. Pela
ampla ocorréncia e abundancia no Brasil, varias espécies
dessa familia foram referidas como medicinais (Mabberley,
1997). A P. pellucida é utilizada popularmente em casos de
hemorragia, como curativo para feridas, dores abdominais,
abscessos, acne, furunculos, colicas, problemas renais,
hipertensdo e colesterol. (Arrigoni-Blank et al., 2004;
Barbosa et al., 2009).

O composto isolado de P. pellucida, com atividade
antibacteriana, apresenta cristais incolores na forma de
agulhas e formula molecular C,,N,,OH (Bojo et al., 1994).
Estudos demonstraram que o extrato hidroalcoolico de
P pellucida apresentou atividades diurética (Santos et
al., 2007), hipotensora (Siqueira, 1997), antibacteriana,
analgésica e antiedematogénica (Aziba et al., 2001; Kham
& Omiloso, 2002; Arrigoni-Blank et al., 2004).

A Portulaca pilosa L. ¢ uma planta herbacea com
folhas carnosas e flores vermelhas em cachos terminais,
sendo comum nas Américas. Como uso popular, a infusdo
das folhas, em descanso noturno, ¢ hepato-protetor,
antidiarreico e diurético, ao passo que as folhas contusas,
em emplastro, servem para queimaduras, erisipelas e
ferimentos. Possui a acdo inibidora sobre a tirosinase
(Baurin et al., 2002) e provoca aumento da excreg¢ao de K*
na urina de ratos sem aumento da diurese (Rocha et al.,
1994). Segundo Di Stasi & Hurama-Lima (2002), a planta
possui potencialidade de ser importante antibiotico de largo
espectro.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade
antimicrobiana in vitro realizando, concomitantemente,
a abordagem fitoquimica dos extratos etanolicos de P,
pellucida e de P. pilosa.

MATERIAL E METODOS

Coleta e Identificacao

Os materiais vegetais P. pellucida e P. pilosa foram
coletados no municipio de Icoaraci, na cidade de Belém
(PA). A amostra da P. pellucida foi identificada pelo Prof.
Dr. Milton Hélio Lima da Silva e foi registrada, com o n°
MG.181632, no Herbario Joao Murgapires do Museu Emilio
Goeldi (PA). Ja a amostra da P, pilosa foi identificada pelo
Prof. Dr. Luiz Carlos Batista Lobato e registrada, com o n°
MG. 161921, nesse mesmo herbario.

Preparacio dos extratos

Para a obten¢@o do extrato etandlico seco (EES) da
P, pilosa, as folhas frescas, ap6s a limpeza, foram deixadas
seis dias secando a temperatura ambiente e levadas, para
finalizagdo da secagem, em estufa de fluxo de ar continuo
(45-48°C). Foi obtida uma massa de 71,07 g de folhas secas.
Estas foram, entdo, trituradas e submersas em solvente
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etanol a 95%, seguindo-se a extragdo por maceragao.
A amostra foi filtrada em funil de Biichner (& vacuo) e
armazenada em frasco de vidro.

O filtrado resultante foi concentrado a baixa pressao
a 50°C, em evaporador rotativo, até a evaporacao total do
solvente. O concentrado foi seco em estufa por 24h a 50°C
e, posteriormente, pesado, obtendo-se a massa de 7,015 g
do material vegetal.

Para a obtengdo do EES da P. pellucida, as folhas
secas, apos a limpeza, foram deixadas quatro dias secando
a temperatura ambiente e, apos esse tempo, levadas, para
finalizagdo da secagem, em estufa de fluxo de ar continuo
(45-48°C), obtendo-se a massa de 13,64 g. Foi seguido o
mesmo procedimento utilizado na extragdo da P. pilosa até
o fim da primeira extragdo. Os macerados obtidos foram,
entdo, filtrados em papel-filtro. Fez-se a evaporacdo do
solvente do filtrado e a secagem do concentrado na estufa,
obtendo-se a massa de 4,02g.

Abordagem Fitoquimica dos materiais vegetais:

Foi realizada a prospeccdo fitoquimica dos
materiais através de técnicas utilizadas pelo Laboratoério
de Fitoquimica da Faculdade de Farmacia da Universidade
Federal do Para (Barbosa, 2004).

Micro-organismos

Foram testadas cepas padrdo (American Type
Colection Culture - ATCC) da bactéria Gram-positiva
Staphyloccoccus aureus (ATCC 25923), das Gram-
negativas Escherichia coli (ATCC 25922), de Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 10145) e do fungo leveduriforme
Candida albicans (ATCC 10231), recomendadas para testes
de suscetibilidade aos antimicrobianos (CLSI, 2003a).

Preparacio dos inoculos

Os indculos foram preparados tomando-se de trés a
quatro colonias da cepa isolada em agar Muller-Hinton e
diluidos em solug@o salina a 0,85% até atingirem a turbidez
correspondente ao tubo 0,5 da escala de Mac-Farland
(CLSI, 2003a).

Avaliacio Preliminar da atividade antimicrobiana

Para avaliacdo da atividade antimicrobiana dos
extratos etanodlicos secos, foi empregado o método
de disco difusdo em agar. Cada suspensdo de micro-
organismo foi semeada (em duplicata), com auxilio de
um swab descartavel, em toda a superficie de meio agar
Muller Hinton. Em seguida, foram adicionados discos de
papel-filtro (Whatman — tipo 3), de 6 mm de didmetro,
impregnados com 10 pL de cada extrato das plantas nas
concentragdes de 500, 250, 125 e 62,5 pg/mL, dissolvidos
em dimetilsulféxido (DMSO). Apoés incubagdo das placas
a 35°C por 24h, foi realizada a leitura dos resultados
medindo-se o halo formado ao redor dos discos contendo
os extratos. Foi considerado, como resultado final de cada
extrato, a média das duas medidas e, como suscetivel
halo, uma dimenséo igual ou superior a 8 mm de diametro
(Parekh & Chanda, 2007; Santos et al., 2007).
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Os extratos testados que apresentaram atividade
antimicrobiana na avalia¢@o preliminar foram submetidos
a determinagdo da concentragdo inibitoria minima (CIM)
pela técnica de microdilui¢do em caldo (Lima et al., 2006;
Santos et al., 2007).

Os testes foram realizados em caldo Muller Hinton
contidos em placa “Sensitive microtiter” de 96 pogos,
esterilizada e utilizada em analises de ELISA. Uma
aliquota de 10 pL de cada extrato nas concentragdes de
500, 250, 125 ¢ 62,5 pug/mL foi depositada em cada poco da
placa contendo caldo Muller Hinton e suspensao de micro-
organismos para um volume final de 200 pL. em cada poco.
Foi realizado controle de extrato, no caldo Muller Hinton,
das suspensodes de micro-organismos.

As placas foram cobertas com parafilme e incubadas
a 35°C por 24 horas. A leitura foi realizada em leitor de
ELISA no comprimento de onda de 650 nm (Lima et al.,
2006). Foi considerada como CIM a menor concentragao
do extrato capaz de inibir o crescimento microbiano.

RESULTADOS

A abordagem fitoquimica revelou a presenca
de acgtcares redutores, fendis e taninos, esteroides e
triterpenoides, glicosidios cardiacos e carotenoides no
EES de P. pilosa. A presenga de proteinas e aminoacidos,
fenois e taninos, flavonoides, esteroides e triterpenoides,
azulenos, carotenoides, depsidios e depsidonas no EES de
P. pellucida também foi verificada.

Na  verificagdo  preliminar da  atividade
antimicrobiana do extrato de P pilosa, observou-se
atividade antibacteriana apenas contra P. aeruginosa. Ja
o EES de P. pellucida apresentou atividade antibacteriana
contra S. aureus e P. aeruginosa.

O extrato de P. pilosa frente ao P. aeruginosa
apresentou halo de 25 mm de didmetro na concentrag@o
de 500 pg/mL e 20 mm na concentragdo de 250 pg/mL,
que foram testadas no método de difusdo em agar. O
extrato de P. pellucida apresentou, frente a P. aeruginosa,
o halo de 9mm e, frente a S. aureus, o de 11mm, ambos na
concentragdo de 62,5 ng/mL.

A determinagdo da Concentracdo Inibitoria Minima
(CIM) pelo método de microdilui¢@o em caldo mostrou que
o0 extrato etanolico bruto de P. pellucida frente a S. aureus
e P. aeruginosa teve uma CIM de 62,5 ug/mL. P. pilosa
apresentou CIM igual a 250pg/mL frente a P. aeruginosa.

DISCUSSAO

Segundo alguns autores, a presenga de taninos
e flavonoides pode conferir atividade antimicrobiana a
um extrato (Scalbert, 1991; Harbone, 2000; Veluri et al.,
2004; Bylka et al., 2004). Dessa maneira, a presenga desses
compostos no extrato de P. pellucida, bem como de fenois
e taninos na P. pilosa, leva a expectativa de uma atividade
antimicrobiana nesses extratos.

Nao existe um consenso sobre o nivel aceitavel para
extratos de materiais vegetais quando comparados com
antibidticos padroes. Alguns autores consideram somente
resultados similares aos de antibidticos conhecidos desde
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que se trabalhe com uma fragdo ja determinada (Aligianis
et al.,, 2001). Entretanto, como trabalhamos com extrato
bruto dos materiais vegetais, seguimos o critério sugerido
por Holetz et al., (2002) (Quadro 1). A maior concentragao
de extrato empregado no presente estudo foi de 500 ng/
mL, uma vez que, em concentragdes mais altas, as solu¢des
dos extratos ndo permitiram uma absor¢ao total nos discos,
além da intensa coloragdo, que prejudicava a leitura dos
resultados. Para Holetz et al., (2002), extratos vegetais que
apresentam atividade antimicrobiana em concentragdes
acima de 500 pg/mL possuem fraca atividade, sendo de
dificil aproveitamento farmac€utico no tratamento de
infec¢des bacterianas ou fungicas.

Quadro 1 — Critérios para aceitagdo da atividade antimicrobiana
de extratos brutos de plantas segundo Holetz et al., 2002.

CONCENTRAGAO INIBITORIA MINIMA
DO EXTRATO BRUTO

Abaixo de 100 pg/mL
Entre 100 e 500 pg/mL
Entre 500 e 1000 pg/mL
Acima de 1000 pg/mL Inativo

RESULTADO

Boa atividade antimicrobiana
Moderada atividade antimicrobiana
Fraca atividade antimicrobiana

Considerando os critérios sugeridos por Holetzetal.,
(2002), os melhores resultados foram contra P. aeruginosa,
tanto para a P. pilosa quanto para P. pellucida. Esses
resultados revelaram que esses extratos possuem entre
moderada e boa atividade antimicrobiana. Portanto, tém
potencial para serem usados na produgdo de fitoterapicos
contra infecgdes causadas por micro-organismos Gram-
positivos e Gram-negativos.

A determinagdo da CIM do extrato frente ao micro-
organismo foi realizada pela técnica de microdiluicdo em
placas, método mais recomendavel para essa determinagao.

Os resultados obtidos demonstram as propriedades
antibacterianas dessas plantas medicinais, revelando a
potencialidade de seus extratos etanolicos.

Com Dbase nos resultados, confirma-se o
conhecimento empirico das comunidades tradicionais do
Estado do Para em relagdo as propriedades medicinais
antibacterianas desses vegetais. Esse fato contribui,
também, de forma a ampliar as informagdes cientificas
dessas plantas constituintes do bioma amazdnico com
caracteristicas terapéuticas, confirmando-se seu potencial
farmacolégico.

Devido a presenga de metabolitos que podem
apresentar atividade antimicrobiana, ¢ recomendavel a
continuagdo do estudo fitoquimico e microbioldgico. E
importante também isolar e identificar as substancias
responsaveis pela atividade e determinar as fragdes ativas.
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ABSTRACT

Antimicrobial Activity of Ethanol Extracts of
Peperomia pellucida and Portulaca pilosa

Plants wused in traditional medicine are under
increasing scrutiny as possible sources of substances
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with antimicrobial activity. In this article we focus on
Peperomiapellucida(erva-de-jabuti)and Portulacapilosa
(amor crescido), both commonly used in the Amazon. P
pellucida is popularly used as a wound dressing, to stop
bleeding, and in cases of abdominal pain and cramps,
abscesses, acne, boils, kidney problems, hypertension
and raised cholesterol, and P. pilosa as a hepato-
protective, antidiarrheal and diuretic and for burns,
erysipelas and injuries. In this study, we investigated the
phytochemistry and antimicrobial activity of extracts
of these two plant materials. Phytochemical screening
revealed the presence of reducing sugars, phenols and
tannins, steroids and terpenoids, cardiac glycosides
and carotenoids in the dried ethanol extract (DEE)
of P. pilosa and of proteins and amino acids, phenols
and tannins, flavonoids, steroids and triterpenoids,
azulenes, carotenoids, depsides and depsidones in the
P. pellucida DEE. The antimicrobial activity of the
ethanol extracts was assayed by the agar disc diffusion
method, at concentrations of 500, 250, 125 and 62.5
pg/mL. The plant extracts that showed antimicrobial
activity in the preliminary assessment were subjected to
the broth microdilution test to determine the minimum
inhibitory concentration (MIC). The P. pellucida extract
had antimicrobial activity against S. aureus and P.
aeruginosa and that of P. pilosa against P. aeruginosa.
Keywords: Antimicrobial activity. Peperomia pellucida.
Portulaca pilosa. Erva-de-jabuti. Amor-crescido.
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