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Resumo

A Piperina é a principal amida alcaloide extraida das sementes de Piper ningrum L., apresenta propriedades
biolégicas do tipo: antimicrobiana, anti-inflamatdria, biodisponibilidade de farmacos. Oxido de Zinco-Eugenol (OZE)
juntos, constituem os cimentos amplamente utilizados na odontologia como curativo temporario. Esse estudo teve
como objetivo verificar a agdo antimicrobiana da composicao a partir de Piperina (PIP) e OZE. Utilizou-se 0 método
de difusdo em agar com perfuracdo de pogos, em solu¢bes OZE/PIP com diferentes porcentagens de piperina: 4, 5, 10
e 20%. As cepas de referéncias foram Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Enterococcus faecalis e Candida albicans. A concentragdo de piperina 4% apresentou os maiores halos
de inibicdo quando testadas com as cepas P. aeruginosa (29mm), S. aureus (26mm), E. coli (24mm). O aumento da
concentracdo de piperina na composi¢do ndo influenciou os tamanhos dos halos de inibicdo, exceto o S. mutans que
formou halo de 15 mm na composi¢do com 5% de piperina e Enterococcus que formou halos de 14 mm com 5 e 20%
de piperina. A composi¢do mostrou-se eficiente, em suas diferentes proporc¢des, no combate a microrganismos mais
resistentes (S. aureus), e nos microrganismos mais comuns na cavidade oral (S. mutans, C. albicans).

Palavras-chave: Piperina; Oxido de zinco e eugenol; Antimicrobiano; Odontologia; Materiais dentérios.

Abstract

Piperine is the main alkaloid amide extracted from the seeds of Piper ningrum L., has biological properties of the type:
antimicrobial, anti-inflammatory, bioavailability of drugs. Zinc-Eugenol Oxide (ZOE) together, constitute the cements
widely used in dentistry as a temporary dressing. This study aimed to verify the antimicrobial action of the

1


http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i10.18804

Research, Society and Development, v. 10, n. 10, e330101018804, 2021
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i10.18804

composition from Piperine and ZOE. The agar diffusion method with well drilling was used in OZE/PIP solutions
with different percentages of piperine: 4, 5, 10 and 20%. The reference strains were Staphylococcus aureus,
Streptococcus mutans, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis and Candida albicans. The
concentration of piperine 4% showed the greatest inhibition halos when tested with the strains P. aeruginosa (29mm),
S. aureus (26mm), E. coli (24mm). The increase in the concentration of piperine in the composition did not influence
the sizes of the inhibition halos, except for S. mutans that formed a 15 mm halo in the composition with 5% piperine
and Enterococcus that formed 14 mm halos with 5 and 20% piperine. The composition proved to be efficient, in its
different proportions, in combating more resistant microorganisms (S. aureus), and in the most common
microorganisms in the oral cavity (S. mutans, C. albicans).

Keywords: Piperine; Zinc oxide and eugenol; Antimicrobial; Dentistry; Dental materials.

Resumen

La piperina es la principal amida alcaloide extraida de las semillas de Piper ningrum L., posee propiedades biol6gicas
como: antimicrobiano, antiinflamatorio, biodisponibilidad de farmacos. El éxido de zinc-eugenol (OZE) juntos
constituyen los cementos ampliamente utilizados en odontologia como apoésito temporal. Este estudio tuvo como
objetivo verificar la accidon antimicrobiana de la composicién de Piperine (PIP) y OZE. Se utiliz6 el método de
difusién en agar con perforacion de pozos en soluciones OZE / PIP con diferentes porcentajes de piperina: 4, 5, 10 y
20%. Las cepas de referencia fueron Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Enterococcus faecalis y Candida albicans. La concentracion de piperina al 4% mostrd los halos de
inhibiciobn més altos cuando se probd con cepas de P. aeruginosa (29mm), S. aureus (26mm), E. coli (24mm). El
aumento de la concentracion de piperina en la composicion no influy6 en el tamafio de los halos de inhibicion, a
excepcién de S. mutans que formd un halo de 15 mm en la composicién con 5% de piperina y Enterococcus que
formo halos de 14 mm con 5y 20% piperina. La composicion demostré ser eficaz, en sus diferentes proporciones,
para combatir los microorganismos mas resistentes (S. aureus) y los microorganismos mas comunes en la cavidad
bucal (S. mutans, C. albicans).

Palabras clave: Piperine; Oxido de zinc y eugenol; Antimicrobiano; Odontologia; Materiales dentales.

1. Introducéo

O uso de substancias extraidas de plantas para combater doencas causadas por microrganismos tem sido cada vez mais
importante a medida em que os antibidticos tradicionais estdo se tornando menos eficazes e também pelo surgimento de novos
tipos de doencas. Extraida pela primeira vez em 1877 e sintetizada em 1882 (Rodrigues & Silva, 2010), a piperina € a
substancia responsavel pelo sabor picante da pimenta-do-reino. E a mais abundante e uma das principais amidas alcal6ides que
é encontrada na espécie Piper nigrum L. popularizada como pimenta-preta ou pimenta-do-reino (Bomtempo, 2007; Pissinatem,
2006 apud Carnevalli, 2013). Foi introduzida no Brasil pelo estado da Bahia no século XVII trazida por escravos (Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuéria - EMBRAPA, 2004). Segundo a Associagdo dos exportadores, o Brasil estd entre os
quatro paises que mais produzem e exportam pimenta-do-reino, em 2016 foram 45 mil toneladas, dado que difere do IBGE que
aponta uma producdo de 54 mil toneladas (EMBRAPA, 2017).

A estrutura molecular apresentada pela piperina justifica suas caracteristicas, pois assim como outras amidas alcaloides
ela apresenta diversas atividades bioldgicas: acdo inseticida (Das, Chowdhury, Chowdhury, Das, G.K. & Ray, 1996),
antipirética, analgésica, anti-inflamatdria (Lee et al. 1984; Mujundar et al. 1990; Stohr et al. 2001 apud Cardoso, Evangelista,
Viana, Lima, Soares, Barreto Junior & Danelli, 2005), prolonga a acdo de certas drogas no organismo, por inibicdo do
metabolismo das mesmas a nivel hepético (Atal, Dubey & Singh, 1985; Bano, Raina, Zutshi, Bedi, Johri & Sharma, 1991;
Shoba, Joy, Joseph, Majeed, Rajendran & Srinivas, 1998; Karan, Bhargava & Garg, 1999), antiparasitaria (Kapil, 1993;
Ghoshal, Prasad & Lakshmi 1996; Ribeiro, 2004), antimicrobiana (Reddy, Srinivas, Praveen, Kishore, Raju, Murthy & Rao,
2004) e biodisponibilidade de farmacos (Chaudhry e Tarig, 2006; Khan et al. 2010; Simas et al. 2007 apud Carnevalli & de
Aratjo, 2013).

Enquanto que a utilizagdo da mistura entre Oxido de Zinco e Eugenol (ZOE) é feita por profissionais na odontologia
como material de enchimento temporario, bactericida e no auxilio da desinflamagdo de dentes careados e foi recomendada

desde 1930 por Sweet, sendo bastante utilizado especialmente desde de meados da década de 1980 (Mortazavi & Meshahi,
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2004). Esse tipo de material é de suma importancia na odontologia porque garante a manutencdo da assepsia, tratamento
microbiano e anti-inflamatério aliado a protecdo do dente ao ataque de novos contaminantes durante o tratamento (Hume,
1986; Meryon, Johnson & Smith, 1988; Trowbridge, Edwall & Panopoulos, 1982; Tai, Huang, F. M., Huang, M. S., & Chang,
2002; Jun, Kim, Lee, H. H., & Lee, J. H., 2018).

E importante ressaltar que em estudos in silico o eugenol apresentou efeitos benéficos para o tratamento e prevencio de
células mutagénicas, no entanto o mesmo estudo alerta para o pouco conhecimento sobre potencial de toxicidade dessa
substéncia (Oliveira & Arruda, 2021).

O cimento formado por Oxido de Zinco e Eugenol atende os requisitos bioldgicos (biocompatibilidade), fisicos
(resisténcia mecanica baixa) e facil manipulacdo (Souza, Mello, Turbino & Youssef, 2000) necessarios para que um cimento
provisorio seja considerado de qualidade e por isso é comumente utilizado para fixacdo proviséria em tratamentos de
restauracdo definitiva na odontologia. Sobre os efeitos antibacterianos, estudos revelam que o ZOE tem bons resultados
inibitérios sobre o Streptococcus mutans, um dos grandes causadores de céries dentéria, indicando que o material tem potencial
para prevencao de caries secundarias (He, Shin, & Woo, 2010 apud Moura, Rabello & Pereira, 2013).

O objetivo do presente estudo foi de verificar a agdo antimicrobiana da Piperina (PIP) incorporada ao OZE (Oxido de
Zinco e Eugenol), frente as principais cepas de microrganismos encontrados na cavidade bucal. Os ensaios de avaliacéo
antimicrobiana da formulagdo OZE/PIP aconteceram pelo método de difusdo em agar com perfuragéo de pogos com diferentes
concentrac@es de PIP

Justifica-se a aplicacdo desse estudo pela necessidade de desenvolver novas alternativas para a criagdo de medicamentos
de larga utilizagdo, como opgao vidvel e mais eficaz aos medicamentos ja existentes. Para tanto, utilizou-se a piperina com o
intuito de potencializar a acdo do OZE. A escolha baseou-se nos aspectos descritos na literatura para a piperina, em que se

relata suas caracteristicas potencializadora de farmacos e por ser uma substancia antimicrobiana.

2. Metodologia

As manipulagBes necessérias para produzir a formulagdo OZE/PIP a partir do 6xido de zinco, eugenol e piperina foram
realizadas durante o Estagio Obrigatorio do Mestrado Profissional em Biotecnologia em Saide Humana e Animal (MPBiotec),
na sede da Farmécia de manipulacio Med Pharma em Floriano — PI. A Piperina foi misturada ao ZOE em diferentes
proporgdes: 4, 5, 10 e 20% denominadas P1, P2, P3 e P4, respectivamente. A formulagdo foi definida tomando por base as
proporgdes utilizadas para o preparo na rotina de atendimento em consultorio odontoldgico.

Em geral o kit de cimento a base de 6xido de zinco e eugenol acompanha uma colher dosadora para medida do pd
(ZnO) e o eugenol vem em frasco com conta-gotas. Tomando por base a propor¢cdo da massa em porcentagem dos
componentes, ZnO (57,15%) e eugenol (42,85%), (que é utilizado para um dente), calculou-se os valores em porcentagem para

cada item. Na Tabela 1 estdo os valores em porcentagem das formulagdes utilizadas nesse estudo.
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Tabela 1: Valores utilizados nas formulaces do OZE (amostra sem piperina) e OZE/PIP (P1, P2, P3 e P4 com 4, 5, 10 e 20%

de PIP, respectivamente).

Formulagdo | Porcentagem na mistura (%o)
ZnO Eugenol Piperina
OZE 57,15 42,85 -
P1 54,87 41,13 4
P2 54,28 40,72 5
P3 51,43 38,57 10
P4 45,72 34,28 20

Fonte: Autores (2020).

Com os valores das propor¢des de cada item, calculou-se a massa necessaria para o preparo de 20 mg de cada amostra a
ser analisada (OZE, P1, P2, P3 e P4), respectivamente.

Durante o preparo utilizou-se balanga analitica, espéatulas, vidro de reldgio, placas de Petri, capela de fluxo laminar.
Todo material utilizado foi devidamente esterilizado e preparando em ambiente asséptico, conforme preconiza as boas préaticas
de fabricacdo, para evitar possiveis contaminacdes das matérias-primas.

Para esse estudo utilizou-se matéria prima P.A sendo o éxido de zinco da Dindmica® Quimica contemporéanea Ltda., 0
eugenol da Sigma -Aldrich® com pureza de 99% de pureza e a piperina da Sigma -Aldrich® com pureza de 97%.

Para a andlise da atividade antimicrobiana, em placas de Petri foi vertido o meio de cultura 4gar TSA preparado
conforme indicacdes do fabricante. Apos solidificado o meio realizou-se a técnica de perfuracdo com o uso de um perfurador
em cilindro de inox devidamente esterilizado medindo 5mm de didmetro para formacdo de pocos onde, posteriormente,
depositou-se o composto a ser analisado.

Utilizou-se aliquotas de 20uL da solugdo de OZE/PIP ou OZE. Os pocgos foram cobertos por 8 mL de meio de cultura
semi-sélido (TSB com 0,8% de agar-agar) com 100uL da bactéria na concentragdo 108 UFC/mL, padrdo de McFarland a 0,5.
O sistema foi incubado por 24 - 48h em 35 °C + 2 para cepas bacterianas e 25 °C + 2 para a levedura. Como controle positivo
utilizou-se 0 meio de cultura sem a presenca do agente antimicrobiano. Nao foi realizado controle negativo visto que ndo existe
consenso na literatura quanto ao material ideal para obturagdo de canais de dentes deciduos (Smail-Faugeron, Glenny,
Courson, Durieux, Muller-Bolla, & Chabouis, 2014). Utilizou-se 0 OZE sem adicdo de piperina para ser o paramentro
comparativo da atividade antimicrobiana influenciada pela adicdo da piperina na composicdo. Os experimentos foram
realizados em triplicatas e os resultados apresentados como média dos trés valores obtidos.

A Concentracdo Minima Inibitéria (CMI) foi considerada aquela concentracdo do composto capaz de desenvolver halo
de inibigdo do crescimento microbiano maior ou igual a 10 mm de didametro. Apés o periodo de incubacéo, os diametros das

zonas de inibigdo foram mensurados com paquimetro e calculou-se a média dos diametros formados.

3. Resultados e Discussdo

Na literatura vigente discute-se a importancia do OZE na a¢do antimicrobiana da cavidade bucal, a mistura do ZnO com
eugenol gera um cimento odontoldgico de facil manipulagdo e extremamente bem aceito como principal material de tratamento
e restauragdo provisoria de dentes (Vagula, Pedot, de Sousa Gomide, Aleixo, & Borré, 2010; Rodrigues & Silva, 2010; Moura,

Rabello & Pereira, 2013; Silva, 2014; Porto, Uchda, Peschel, Justi, Koslowski & Nogueira, 2018). Porém, existe um estimulo
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ao avanco das pesquisas ja que, para algumas bactérias como S. Mutans, sua acdo nao é satisfatéria. O mecanismo de acdo
desta mistura ainda ndo estd completamente elucidado, mesmo em se tratando do mecanismo de acdo antimicrobiana (Barbosa,
2010), antimutagénico (Oliveira & Arruda, 2021) apenas do eugenol, que é de 6leo essencial ja conhecido. O que abre espaco
para testes de moléculas com antecedentes de acdo microbiana em outros tipos de estudo; como a piperina.

O método de difusdo é do tipo quantitativo, em que o efeito pode ser graduado e fundamenta-se na difusdo da
substancia a ser testada em um meio de cultura sélido e inoculado com um tipo de microrganismo; este que foi escolhido como
técnica para alcangar a analise microbioldgica. Com a difusdo aparece um halo, no qual ndo existe o crescimento do
microrganismo, portanto denomina-se halo de inibicdo. Nesse ensaio podem ser utilizados diferentes tipos de reservatorios:
discos de papel, cilindros de porcelana ou de aco inoxidavel e pocos feitos no meio de cultura (Vanden Berghe & Vlietinck,
1991).

A atividade antimicrobiana da formulacdo OZE/PIP foi avaliada contra cepas Gram-positivas e Gram-negativas para a
determinacdo dos valores de CIM. O composto analisado em diferentes concentracbes apresentou variagdo nos graus de
atividade antimicrobiana contra a maioria das cepas testadas. Vale ressaltar que, dentre estas, algumas das espécies de
microrganismos testadas sdo comumente encontradas na cavidade oral dos seres humanos, por exemplo S. mutans, Candida
Albicans e E. Coli.

Na Tabela 2 apresentam-se os valores médios dos halos de inibicdo dos experimentos realizados nas cepas S. aureus, S.

mutans, E. coli, P. aeruginosa, Enterococcus e C. albicans em presenca de OZE, P1, P2, P3 e P4.

Tabela 2: Medida dos halos de inibi¢do de crescimento microbiano para as 6 cepas testadas, em presenca de OZE, P1, P2, P3

ou P4 (média das triplicatas em mm).

Cepas
% w m > m o
¢ B 2 8 2 ° 3 s
3 E S = Q S =5
< ] Z 3 8 o
B3 8 8 =
an o o
o w ()
QD
@
Medida do halo de inibi¢cdo (mm)
OZE 15,5 9,5 15,4 15,1 11,9 15,0
P1 26,0(+10,5) 13,0(+3,5) 24,0(+8,6) 29,0(+13,9) 12,0(+0,1) 20,0(+5,0)
P2 16,3(+0,8) 10,5(+1,0) 16,9(+1,5) 17,3(+2,2) 11,7(-0,2) 14,2(-0,8)
P3 14,9(-0,6) 10,5(+1,5) 17,4(+2,0) 13,8(-1,3) 11,4(-0,5) 14,1(-0,9)
P4 12,3(-3,2) 10,4(+1,4) 12,8(-2,6) 12,2(-2,9) 11,0(-0,9) 12,4(-2,6)

Valores entre parénteses = valor do halo do experimento com OZE-valor do halo do experimento com P1,2,3 ou P4. Fonte: Autores (2020).

Todos os experimentos com aplicagdo de alguma formulagdo com piperina (Formulacéo, Pn, n=1-4) foram comparados
com o resultado dos experimentos com aplicacdo do OZE. A diferenca entre os valores dos halos (Pn-ZOE, resultados entre
parénteses, Tabela 2 foram positivos quando os ensaios foram realizados com P1 para todas as cepas estudadas. A medida que
a quantidade de piperina foi aumentada nas formulacdes, de P1 a P4, os valores desta diferenca tornaram-se negativos. Salvo

com a cepa S. Mutans que os valores permaneceram positivos, porém, menores que P1. Observou-se com P1 o melhor
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resultado de halo de inibi¢do para S. aureus e P. aeruginosas, e uma diferenca de +0,1 mm em relagdo ao resultado com OZE
puro, nos testes com Enterococcus. Nos testes realizados em triplicata ndo foram identificados resultados discrepantes nas
formulagdes, seguindo um padréo de inibi¢do, embora a P1 tenha apresentado melhor acéo.

Na Figura 1 sdo apresentadas imagens dos experimentos de Teste de difusdo de &gar para as 6 cepas testadas em

presenca de OZE puro (A) e P1 (B), respectivamente.

Figura 1: Teste de difusdo em agar com perfuragdo de pogos contra cepas comuns na cavidade oral.

(A) Experimentos com ZOE

(B) Experimentos com P1

ol

Fonte: Autores (2020).

Evidenciou-se que o aumento da concentracdo de piperina na formulagdo ndo contribuiu para um aumento na formagéo
dos halos de inibigdo (Tabela 2). No entanto, vale ressaltar que com o aumento da proporcao de piperina no composto nao
levou a perda excessiva do efeito evidenciado na formagéo do halo. E nos experimentos com a cepa S. mutans e a formulacéo
P4, observou-se maior halo de inibicdo médio quando comparados ao resultado com OZE puro, +1,4 mm.

A garantia de sucesso nos tratamentos endodonticos esta diretamente associado a eliminagdo dos microrganismos nos
canais radiculares infectados, sendo assim propde-se a adigdo de piperina, o principal alcaldide da espécie Piper nigrum L.
(Carnevalli, 2013; Bontempo, 2007), ao cimento de 6xido de zinco e eugenol (OZE) para potencializar a a¢do antimicrobiana,
ja conferida pelo eugenol, e também acrescentar ao composto outras atividades biolégicas importantes para o tratamento dos
efeitos cariogénicos.

Outros estudos na linha de pesquisa apresentada neste artigo tém mostrado que extratos aquosos de P. nigrum sdo
eficazes contra cerca de 176 espécies de bactérias que sdo encontradas na cavidade bucal (Chaudhry & Tariq, 2006). E para as
cepas de S. aureus, E. coli e Enterococcus apresentaram halo de inibicdo com valores de 10,7, 8,0 e 7,5 mm, respectivamente,
sendo considerados insatisfatdrios, tendo em vista que o valor minimo deveria ser de 10,0 mm (Zarai, Boujelbene, Salem,
Gargouri & Sayari, 2013). Comparando com o experimento realizado com a piperina adicionada ao OZE, as cepas citadas
apresentaram melhores valores na formulacéo P1.

O resultado encontrado com o OZE puro sobre o S. mutans nesse estudo nao foi satisfatorio com halo de inibicao 9,5
mm. No entanto quando adicionado a piperina ha composicdo o halo formado aumentou para até 13,0 mm nos experimentos
com P1. O que foi um dos principais resultados encontrados ja que, dentre diversos microrganismo encontrados na cavidade
bucal, a bactéria Streptococcus mutans é considerada um dos principais patégenos que causam a cérie dentéria (Leites, Pinto &
Sousa, 2006).
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Apesar de apresentar halo de inibicdo de 9,5 mm, é importante ressaltar que a literatura destaca o uso do OZE como
principal cimento utilizado na odontologia. Por exemplo, Boeckh, Schumacher, Podbielski, & Haller, (2002) mostraram que 0
OZE apresenta 0 melhor resultado frente ao S. mutans comparando com outros materiais restauradores. No entanto, as
limitacdes do uso apenas do OZE também sdo abordadas, Freitas, Soares, Fiorini, Swerts, & Barros, (2008) que ao testar, entre
outros, o cimento a base de 6xido de zinco e eugenol imediatamente apds a polimerizagdo (t0) e ap6s 24H (t1) observou que
ndo manteve a atividade antimicrobiana apés 24H do teste. Trazendo a tona a importancia de estudos que possam potencializa
esta mistura.

Além dos efeitos antimicrobianos apresentados, estudos relatam sobre a piperina e seu efeito no reparo tecidual do
periodonto. Conforme descrito no trabalho de Guimaraes-Stabili, de Aquino, de Almeida Curylofo, Tasso, Rocha, de
Medeiros, & Rossa, (2019), a piperina e a curcumina aumentaram o nivel de TGF-B, e melhoraram o reparo do colageno, e
também diminuiram a celularidade e a ativagdo do NF-kB nos tecidos periodontais. Os autores utilizaram ratos e trataram a
periodontite induzida por via oral durante 15 dias. Se tratando de inflamacéo, a piperina possui efeitos consideréaveis, além de
ser significativo o efeito na protecdo da perda dssea alveolar e degradacéo das fibras de coldgeno na periodontite, que podem
ser relacionados & sua atividade inibitdria nas de IL-1p, MMP-8 e MMP-13 (Dong, Huihui, & Li, 2015).

Outros estudos sdo feitos com a curcumina, ou com ela associada a piperina. Tais estudos investigam as substancias
aplicadas em procedimentos odontoldgicos diversos, apresentados em capsulas, pomadas, chips cirargicos e colutdrios,
direcionadas para tratamentos anti-inflamatorio, antifingico, antineoplasico, eventos cardiovasculares, perfil lipidico e

cicatrizante (Silva et al, 2020; Simionatto, Rech, Gomes, Manfron, & Farago, 2021).

4. Concluséo

A associacdo de piperina na formulagdo do OZE promoveu um halo de inibicdo consistente, apesar de ser menor para o
S. mutans. Os resultados inibitorios ndo foram melhores com o aumentar das concentragdes da Piperina, mostrando que a
concentracdo de 4% foi o suficiente para a inibi¢do bacteriana.

Conclui-se que a composi¢do OZE/PIP mostrou-se eficiente no combate a microrganismos existentes na cavidade bucal.
Em comparagdo com outros estudos apresentados na literatura, a formulacdo do OZE com piperina mostrou-se equivalente
para algumas culturas e superior em outras, e guarda entre si uma dependéncia em relagdo a quantidade de piperina.

Concluindo-se que 4% desta amida alcaloide potencializou a acdo in vitro da formulagdo proposta. Portanto, como a
piperina € um produto natural atoxico, a composicdo OZE/PIP (4%) pode ser utilizada como cimento odontoldgico de

restauracdo provisoria com maior eficiéncia que o OZE.
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