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RESUMO

A piperina é a principal amida alcaloide extraida das sementes de Piper ningrum L.,
(pimenta-preta) e apresenta propriedades bioldgicas do tipo: antimicrobiana, anti-
inflamatdria e biodisponibilidade de farmaco. Oxido de Zinco/Eugenol (ZOE) juntos,
constituem os conhecidos cimentos a base de 6xido de zinco e eugenol, amplamente
utilizados na odontologia como curativo temporéario. Todavia, com acao limitada para
alguns microrganismos da cavidade oral. Esse estudo teve como objetivos avaliar a
acao da Piperina para potencializar a acao antimicrobiana do ZOE na formulacéo
ZOE/PIP. Para determinar a atividade antimicrobiana do ZOE/PIP utilizou-se o método
de difusdo em agar com perfuracédo de pocos, sendo considerado o crescimento de
halo de inibicdo para bactérias e/ou fungo nas respectivas amostras testadas em
triplicata. Utilizou-se aliquotas de 20 pL da solucdo de ZOE com acréscimo de piperina
nas concentracfes P1, 4; P2, 5; P3, 10 e P4, 20%. As cepas de referéncias utilizadas
foram: Staphylococcus aureus ATCC 6538 Streptococcus mutans ATCC 25175,
Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Enterococcus
faecalis ATCC 29212 e Candida albicans ATCC 10231. Os melhores resultados foram
observados com de piperina a 4% apresentando 0os maiores halos de inibicdo quando
testadas com as cepas S. aureus (26 mm), E. coli (24 mm), P. aeruginosa (29 mm) e
Candida albicans (20 mm). O aumento da concentracao de piperina na composi¢ao
nao influenciou para um aumento na formacéao dos halos de inibicdo, exceto para o S.
mutans que formou halo de 15 mm na composicdo com 5% de piperina e
Enterococcus que formou halos de 14 mm com 5 e 20% de piperina. Conclui-se que
a composicao ZOE/PIP mostrou-se eficiente no combate a microrganismos existentes
na cavidade bucal. E que 4% da piperina na composicao potencializou a acdo in vitro
da formulacao proposta.

Palavras-chave: Piperina. Oxido de Zinco/Eugenol. Antimicrobiano.



ABSTRACT

Piperine is the main alkaloid starch extracted from the seeds of Piper ningum L., (black
pepper) and has biological properties of the type: antimicrobial, anti-inflammatory and
bioavailability of drug. Zinc oxide / Eugenol (ZOE) together, form the cements based
on zinc oxide and eugenol, widely used in dentistry as a temporary dressing. However,
with limited action for some microorganisms in the oral cavity. This study aimed to
evaluate the action of Piperine to enhance the antimicrobial action of ZOE in the ZOE
/ PIP application. To determine the antimicrobial activity of ZOE / PIP, used the agar
diffusion method with well drilling, considering the growth of inhibition halo for bacteria
and / or fungi in triplicate tests analyzes. Aliquots of 20 pL of the ZOE solution with
addition of piperine are used in analyzes P1, 4%; P2, 5%; P3, 10% and P4, 20%. As
application strains used: Staphylococcus aureus ATCC 6538 Streptococcus mutans
ATCC 25175, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Enterococcus faecalis ATCC 29212 and Candida albicans ATCC 10231. The best
results were observed with 4% piperine, showing the greatest inhibition halos when
tested with S. aureus (26 mm), E. coli (24 mm), P. aeruginosa (29 mm) and Candida
albicans (20 mm). The increase in the concentration of piperine in the composition did
not influence an increase in the formation of inhibition halos, except for S. mutans that
form a 15 mm halo in the composition with 5% piperine and Enterococcus that form 14
mm halos with 5 and 20 % piperine. It is concluded that the composition ZOE / PIP
proved to be efficient in combating microorganisms existing in the oral cavity. And that
4% of the piperine in the composition potentiated the in vitro action of the proposed
formulation.

Keywords: Piperine. Zinc Oxide/Eugenol. Antimicrobial.
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1. INTRODUCAO

O uso de substancias extraidas de plantas para combater doencas
causadas por microrganismos tem sido cada vez mais importante a medida em que
0s antibidticos tradicionais estdo se tornando menos eficazes e também pelo
surgimento de novos tipos de doencas. A piperina é uma amida natural encontrada
em abundancia nos frutos de Piper nigrum L., mais que também pode ser encontrada
em diferentes espécies do género Piper (SEMLER, GROSS, 1998 apud FERREIRA,
2012).

O P. nigrum é usado principalmente como condimento e é popularmente
conhecido no Brasil como pimenta do reino, seu principal alcal6ide, a piperina, possui
variada atividade biolégica: acao inseticida (DAS et al. 1996), antipirética, analgésica,
anti-inflamatoria (LEE et al. 1984; MUJUNDAR et al. 1990; STOHR et al. 2001 apud
CARDOSO, 2005), contraceptiva e antiespermatogénica (PIYACHATURAWAT et al.
1982; MALINI et al. 1999), prolonga a acdo de certas drogas no organismo, por
inibicdo do metabolismo das mesmas a nivel hepatico (ATAL et al. 1985; BANO et al.
1991; SHOBA et al. 1998; KARAN et al. 1999), antiparasitaria (KAPIL, 1993;
GHOSHAL et al, 1996; RIBEIRO et al. 2004), antimicrobiana (REDDY et al. 2004) e
biodisponibilidade de farmacos (CHAUDHRY e TARIQ, 2006; OLIVEIRA; ALENCAR-
FILHO; VASCONCELOQOS, 2014).

A comercializacdo da piperina como farmaco vendida em capsulas promete
que ela apresenta acao antiinflamatéria, ativa o0 metabolismo e estimula a producéo
de endorfinas que promovem a sensacdo de bem-estar, assim como apresenta o
efeito termogénico. Caracteristicas que sdo comuns as pimentas, o que faz com que
as pessoas utilizem como forma de estimulacdo do sistema gastrointestinal no auxilio
a perca de peso. Enquanto que a utilizagcdo 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 desinflamacgéo de dentes careados, tendo sido
recomendada desde 1930 por Sweet, e segundo Mortazavi & Mesbahi (2004), é

bastante utilizado, especialmente, desde meados da década de 1980.

Esse tipo de material € de suma importancia na odontologia porque garante

a manutencdo da assepsia, tratamento microbiano e anti-inflamatério aliado a
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protecdo do dente ao ataque de novos contaminantes durante o tratamento (HUM,
1986; MERYON, JOHNSON, SMITH, 1988; TROWBRIDGE, EDWALL,
PANOPOULOS, 1982; TAl et al, 2002; JUN et al, 2017).

De fato, a acdo da mistura ZOE abre um campo de estudo para melhoria
dos tratamentos pré-cirdrgicos em odontologia, o que leva a possibilidade de serem
testadas novas moléculas com potencial antibacteriano capazes de serem
adicionadas de forma homogénea ao Oxido de Zinco (ZnO), gerando aderéncia ao
dente aliada a agcdo medicamentosa. Conforme as instituicbes publicas investem na
criacdo e desenvolvimento de patentes baseadas na inovacdo de produtos
consolidados no mercado, criam-se oportunidades de exploracdo e de retorno do

investimento, o que é vantajoso para as instituicoes.

Como evidenciado, tendo em vista as propriedades biolégicas da piperina
como alimento ou como farmaco e o uso do composto ZOE que € comum nos
consultérios odontolégicos, buscou-se através desse estudo contribuir na inovacgao do
composto citado, potencializando suas caracteristicas antimicrobianas. Ademais, 0s
resultados aqui descritos servirdo de base para outras pesquisas afins.

Assim, para embasar a pesquisa aqui descrita, foi necessario realizar a
prospeccao tecnolOgica para averiguar a existéncia de patentes depositadas e
concedidas sobre o composto estudado. Por conseguinte, foi necessaria uma revisao
bibliométrica para termos um panorama das publicacdes sobre a tematica.

Justifica-se a aplicacdo desse estudo pela necessidade de desenvolver
novas alternativas para a criagcdo de medicamentos de larga utilizagdo, com criagao
de patentes que possam alavancar o conhecimento tecnolégico, cientifico e melhorar
a economia do pais. A investigacao das ac¢fes biologicas de novas moléculas pode
nortear outros estudos especificos para a utilizacdo destes novos materiais na
odontologia, como uma opg¢ao vidvel e mais eficaz aos medicamentos (ZOE) ja

existentes.

O estudo das propriedades curativas da composi¢&o de Piperina com Oxido
de zinco-Eugenol (ZOE), pode nortear a aplicacdo futura na odontologia como
restaurador provisério. Entdo, como melhorar a biodisponibilidade do Oxido de Zinco
e Eugenol aumentando os aspectos positivos desse produto? Através desse

guestionamento, usou-se a piperina com o intuito de potencializar a acado do
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composto. A escolha baseou-se nos aspectos descritos na literatura para a piperina,
em que relata-se sobre a caracteristica potencializadora de farmacos e em ser uma
substancia antimicrobiana, como veremos no capitulo 2, que trata da revisdo de

literatura.

Este trabalho esta organizado da seguinte forma:

1. Introducéo: Apresenta uma descri¢cao do tema pesquisado, a justificativa
e 0 problema de pesquisa, para que o leitor possa imergir no assunto e ser
orientado sobre a composicao da dissertacao.

2. Revisdo de Literatura: O capitulo traz uma descricdo sobre o0s
componentes abordados que sédo necessarios para o entendimento total da
dissertacdo. Assim como busca autores que possuem trabalhos de
pesquisa que possam contribuir com o entendimento do estudo.

3. Objetivos do trabalho: Esse capitulo apresenta os objetivos do trabalho.
4. Metodologia: Descreve 0s passos realizados na construcdo da pesquisa,
0os métodos e materiais utilizados, assim como a delimitacdo da pesquisa.
5. Resultados e Discussdo: Nesse capitulo o leitor podera observar os
resultados obtidos em cada objetivo especifico da pesquisa e a abordagem
de discusséo dos resultados em comparacdo com alguns autores citados
na revisdo de literatura.

6. Consideracdes Finais: Nesse capitulo sdo apresentadas as
consideracdes feitas sobre a pesquisa, e aborda-se sobre trabalhos futuros

a serem realizados.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Aorigem da piperina e suas propriedades farmacoldgicas

Extraida pela primeira vez em 1877 e sintetizada em 1882 (RODRIGUES e
SILVA, 2010), a piperina é a substancia responsavel pelo sabor picante da pimenta-
do-reino (Figura 1). N-[5(1,3-benzodioxola-4-il-1-oxo-penta-2E,4E-dienil)]piperidina
(BUTLER, 2008 apud FERREIRA et al., 2012) é a mais abundante e uma das
principais amidas alcaldides que € encontrada na espécie Piper nigrum L.
popularizada como pimenta-preta ou pimenta-do-reino (BOMTEMPO, 2007,
PISSINATEM, 2006 apud CARNEVALLI, 2013). A planta da familia Piperaceae € do
tipo trepadeira, perene, arbustifera, originada no sudoeste da india (PISSINATE, 2006
apud CARNEVALLI, 2013) e foi introduzida no Brasil pelo estado da Bahia no século
XVII trazida por escravos (EMBRAPA, 2004).

Figura 1 - Graos de Piper nigrum L. (pimenta-do-reino)

Fonte: Elaborado pelos autores, adaptado do site Boa Saude e Wikipédia, 20201

Segundo a Associacdo dos exportadores, o Brasil esta 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 producéo de 54 mil toneladas
(EMBRAPA, 2017). Os estados do Para, Espirito Santo e Bahia séo, nessa ordem, os

maiores produtores no Brasil. Ja no cenario mundial, os principais produtores de

! Imagem do site Boa Saude. Disponivel em: https://www.boa-saude.pt/Artigos-e-
Dicas/Emagrecimento/A-piperina-emagrece/ Acesso em: Janeiro de 2020.
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pimenta-do-reino sdo: Vietna, india, Indonésia, Brasil, Malasia, Tailandia, Sri Lanka,
China, respectivamente (EMBRAPA, 2004).

Sua estrutura molecular (Figura 2) apresenta um grupo amida que s&o
compostos organicos nitrogenados que apresentam como principal caracteristica a
presenca de um grupo carbonila e é alcaloide, pois o nitrogénio esta em uma cadeia

heterociclica.

Figura 2 - Estrutura molecular da Piperina

Fonte: wikipedia, 2020.

A estrutura molecular apresentada pela piperina justifica suas
caracteristicas, pois assim como outras amidas alcaloides ela apresenta diversas
atividades biolégicas, onde destacamos a a¢ado antimicrobiana (REDDY et al, 2004),
anti-inflamatéria (PRADEEP e KUTTAN, 2004) e aumento na biodisponibilidade de
farmacos (OLIVEIRA et al, 2014).

No estudo realizado por Reddy et al. (2004), foram encontrados compostos
ativos contra Bacillus subtilis, Bacillus sphaericus, Staphylococcus aureus (Gram
positivas) e Klebsiella aerogenes e Chromobacterium violaceum (Gram negativa).
Estudos tem mostrado que o extrato aquoso do Piper nigrun L. é eficiente contra cerca
de 176 espécies de 12 géneros de bactérias na cavidade oral (CHAUDHRY e TARIQ,
2006).

Conforme Pradeep e Kuttan (2004) a piperina em determinadas
concentracdes inibiu a invasdo da matriz de colageno das células de melanoma. E
ainda segundo Mueller, Hobiger & Jungbauer (2010) apud Zarai Z. et al (2013) a
pimenta preta estimula a producdo de uma citocina anti-inflamatéria (IL-10). Wang-

sheng C et al. (2017) em estudo realizado sobre a atuacéo da piperina nas respostas
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inflamatorias por lipopolissacarideos em microglia BV2 concluiu que a piperina é
promissora para o tratamento de doencas neurodegenerativas.

A toxicidade que a substancia pode causar aos organismos é uma das
caracteristicas importantes para a avaliacdo da dosagem do composto. Cardoso et al.
(2005) em estudo sobre o efeito toxico da piperina isolada da pimenta do reino em
camundongos (Mus musculus) verificaram que a piperina utilizada na dose de 2,0
mg/Kg, via i.p., ndo apresentou efeitos colaterais, alteragbes macroscopicas ou
microscépicas nos 6rgaos e tecidos analisados e auséncia de toxicidade para figado

e rim.

Ainda sobre toxidade, Ren e Liang (2018) em estudo sobre a acéo anti-
inflamatdria da piperina, testou os potenciais efeitos citotoxicos nas células ATDCS e
observou que 10, 30 e 50ug/ml de tratamento com piperina n&o tiveram influéncia
significativa na viabilidade das células ATDC5 de murinos. Quando testados os efeitos
imunotoxicolégicos da piperina em camundongos Swiss macho, os resultados
indicaram que, para as doses utilizadas (1,12, 2,25 ou 4,5mg/kg), ndo obteve-se
efeitos téxicos evidentes e o figado ganhou peso normalmente (DOGRA et al, 2004).
Assim, Gagini et al. (2010) utilizou a dosagem de 1,12mg/kg e administrou via oral em
ratos para observar seu efeito contra intoxicacdo por aflatoxinas e observou que
produziu uma queda notavel nas lesdes hepaticas e inibiu o efeito toxico da aflatoxina
nos glébulos brancos, ou seja, sugere-se que a piperina € um agente quimico
potencial contra a toxicidade das aflatoxinas.

Um teste de micronucleo para avaliar possivel efeito genoprotetor da
piperina, foi realizado por Selvendiran et al (2005) com camundongos Swiss. No
estudo eles usaram as concentracdes de 25, 50 e 75mg/kg de piperina durante 5 dias
consecutivos e todas as doses tiveram efeito eficaz significativo contra a
genotoxicidade, inibindo a mutagénese induzida.

A piperina também apresenta uma importante funcao biolégica que € a de
prolongar a acdo de certos farmacos no organismo e em uso associado pode
potencializar os efeitos. Isso ocorre por inibicdo do metabolismo em nivel hepatico,
conforme Atal, et al., (1985); Badmaev et al., (1999), citado por Oliveira (2016) e
Cardoso (2009), ela inibe diferentes isoformas do citocromo P-450 e outras enzimas

envolvidas no metabolismo.
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Em um trabalho recente, Guimardes-Stabili et al. (2019), relatam sobre a
piperina e seu efeito no reparo tecidual do periodonto. A piperina aumentou, conforme
descrito no trabalho, o nivel de TGF-3, e o reparo do colageno, e também diminuiu a
celularidade e a ativagcdo 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 consideraveis, além de ser significativo o efeito
na protecdo da perda Ossea alveolar e degradacdo das fibras de colageno na
periodontite, que podem ser relacionados a sua atividade inibitoria nas de IL-13, MMP-
8 e MMP-13 (DONG, Y.; HUIHUI, Z.; LI, C. 2015).

2.2. Atividade biolégica e aplicagdes do Oxido de Zinco e Eugenol

Alguns requisitos sdo necessarios para que um cimento provisorio seja
considerado bom, sdo eles: requisitos biolégicos (biocompatibilidade), fisicos
(resisténcia mecanica baixa) e facil manipulacdo (SOUZA et al. 2000). O cimento
formado por Oxido de Zinco e Eugenol atende tais requisitos e por isso € comumente
utilizado para fixacdo proviséria em tratamentos de restauracdo definitiva na
odontologia.

O Eugenol é uma substancia organica que foi sintetizada em 1919 (Figura
3), de odor caracteristico, sendo obtida de diversas fontes naturais, no entanto, o
cravo-da-india € a fonte mais comum de onde ele é extraido. Na medicina asiatica o
cravo-da-india é utilizado para tonificar os rins, combater bactérias, fungos, parasitas,
micoses e entra nas preparacfes para dor de dente como analgésico (RODRIGUES
e SILVA, 2010).
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Figura 3 - Estrutura molecular do Eugenol

CH30 7

HO

Fonte: Adaptado de FCiéncias, 20202

Estudo realizado com o eugenol, provou que ele inibe a acdo do P2X3, um
receptor de dor que se expressa no ganglio trigémeo, confirmando o seu efeito
analgésico (LI et al. 2008). Um estudo in vitro revelou que o eugenol influencia na
func@o macrofégica por prejudicar a capacidade de adesdo e modular reacdes imunes
e inflamatdrias na polpa dentéria e em tecido periapicais (SEGURA, JIMENEZ-RUBIO,
1998 apud MOURA, RABELLO, PEREIRA, 2013).

Sobre os efeitos antibacterianos, estudos revelam que o ZOE tem bons
resultados inibitorios sobre o Streptococcus mutans, um dos grandes causadores de
caries dentaria, indicando que o material tem potencial para prevencdo de caries
secundarias (LI et al. 2008 apud MOURA, RABELLO, PEREIRA, 2013). E possivel
gue o eugenol apresente propriedade antibacteriana pela inibicdo da sintese de
enzimas extracelulares e ruptura da estrutura da parede celular dos microrganismos
que tiver contato (KAMATOU; VERMAAK; VILJOEN, 2012), assim sendo a célula
perderd ions e outros componentes intracelulares, especialmente as proteinas,

resultando em morte celular.

Beraldo et al. (2013) observou que, Oleos essenciais como o0 eugenol
podem ser aplicados como principio ativo de sanitizantes para inibicdo microbiana em
baixas concentracbes. Esse estudo refor¢ca a indicacdo que o eugenol em menores
concentracfes ja apresenta resultados positivos contra microrganismos em geral,
tendo inclusive vérias aplicagfes industriais, 0 que pode ser um argumento favoravel

para o estudo aqui descrito. No entanto, o uso do eugenol na odontologia vem

2 Imagem retrada de uma matéria do site FCiéncias. Disponivel em:
https://lwww.fciencias.com/2014/02/06/eugenol-molecula-da-semana/ Acesso: Janeiro de 2020.
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diminuindo porgue estudos indicaram que sua aplicacdo em altas concentracdes pode
causar necrose pulpar (REIS e LOGUERCIO, 2007).

Um estudo de revisao realizado por Moura et al. (2013) concluiu que néo
existe um consenso sobre a influéncia do eugenol nos procedimentos curativos,
porém outros fatores como o preparo eficiente da superficie antes do procedimento
adesivo, o tempo entre 0 contato com esse composto e 0 momento de realizar a
restauracdo definitiva sdo mais possiveis de influenciar nos efeitos adversos do

adesivo.

Na continuacdo da explanacdo sobre os componentes do ZOE, temos o
oxido de zinco que € um composto inorganico com caracteristicas semicondutoras.
Sua férmula quimica estavel é ZnO, se apresenta como um po branco, insolivel em
agua e em alcoois, porém ¢ solivel em solugbes acidas (SANCHEZ, 2013). E
encontrado na natureza na forma do mineral avermelhado zincita (GUIMARAES,
2013).

Nogueira et al (2017) realizou um estudo com nanoparticulas de éxido de
zinco e comprovou que este tem acdo eficiéncia antibacteriana contra a bactéria
Escherichia coli na concentragdo a partir de 50mg.Lt. O ZOE também é considerado
um material de base adequado para restauracdes de resina composta (HE; PURTON
e SWAIN, 2010).

Streptococcus mutans € a principal espécie cariogénica, conforme Freitas
et al (2008), e assim é importante o estudo da atividade dos materiais odontolégicos
contra esta espécie. Amostras de onze tipos diferentes de materiais restauradores,
cimentadores e de revestimento foram analisadas inicialmente e 24h apds a presa do
material. O IRM® que é a base de 6xido de zinco e eugenol formou halo inicialmente,
porém ndo manteve a atividade apos 24h da presa do material (FREITAS et al. 2008).

A aplicacdo do ZOE ocorre com a mistura das partes constituintes no
momento da aplicacdo. O composto deve ser manipulado seguindo as instru¢des do
fabricante, pois cada marca apresenta pequenos detalhes especificos. Sendo que o
composto estara apto para ser aplicado na cavidade dental preparada pelo dentista
logo apds sua manipulacéo. Depois de aplicada na cavidade dental, o composto reage

e se solidifica.
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No prosseguimento da imerséao no tema pesquisado, foi necessario realizar
a bibliometria e a prospeccdo do composto estudado para que fosse obtido um

entendimento mais profundo do tema.

2.3. Andlise de indicadores bibliométricos

A bibliometria é um procedimento importante para a determinacdo e
visualizacdo de indicadores das publicacdes cientificas em uma determinada éarea,
sua origem vem da Ciéncias da Informacgao (SPLITTER; ROSA; BORBA, 2012).

Alan Pritchard em 1969 publicou um artigo onde utilizou o termo
Bibliometria como sendo a area de estudo que utiliza métodos matematicos e
estatisticos para obter e quantificar os processos de comunicacao escritos (PAO, 1989
apud MEDEIROS et al., 2015). Mesmo tendo tomado para si a autoria do termo,
Pritchard ndo é o autor dessa nomenclatura, pois a mesma ja tinha sido usada a mais
de trés décadas por Paul Otlet (MOMESSO; NORONHA, 2017). Rousseau (2014,

p.218) exigi que a autoria da Bibliometria seja reconhecida a Otlet, o autor afirma que:

[...] o bibliotecario belga Paul Otlet cunhou pela primeira vez o termo
“bibliometria”. Em seu livro Traité de Documentation (1934), ele inovou a
fundacdo de um novo campo, bibliométrie, que definiu como a medicdo de
todos os aspectos relacionados com a publicacdo e leitura de livros e
documentos (traduzido por MOMESSO; NORONHA, 2017).

Ele observou que a matematica estava tornando-se cada vez mais
importante na maioria dos campos cientificos, além da biologia e da sociologia, e
sentiu que também deveria ser incluida na Biblioteconomia. Ele sugeriu que fosse
registrada a frequéncia com que um livro ou determinado autor € lido.

O processo de mensuracao pode abranger dimensdes como: numero de
autores, de artigos, citacdes, coautorias, nimero de revistas, de temas, frequéncia de
cooperacao de grupos, instituicbes ou até paises, seguindo as leis da bibliometria
(SOARES, PICOLLI & CASAGRANDE, 2018). As leis da bibliometria, contribuem para

nortear o assunto a ser trabalhado, sdo elas:
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e Lei de Lotka: estudo acerca da produtividade dos cientistas (GUEDES,
2012; RUSSO, 2017).
e Leide Bradford: esté relacionada a ordem de distribuicédo dos periodicos,
sendo que estes devem estar organizados de forma enumerada (JUNIO,
et al., 2014; RUSSO, 2017)
e Leide Zipf: esta relacionado a frequéncia do vocabulario de textos sobre
um tema especifico (OKUBO, 1997; SPLITTER, ROSA E BORBA,
2012).
Os estudos bibliométricos sdo desenvolvidos com informacdes extraidas
de bases de dados como Web of Science, Scopus, Scielo, Science Direct, Google
Académico, entre outros. Nesse estudo foi escolhida a base de dados da Scopus, por

se tratar de uma referéncia internacional em pesquisa cientifica.

2.4. Prospeccéao tecnoldgica: definicdo e objetivos

Os estudos prospectivos somam valores as informacdes do presente e as
transformam em conhecimento que subsidiard a construcdo de estratégias para
futuras tomada de deciséo (SANTOS et al. 2004).

Conforme Kupfer e Tigre (2004, p.1), a prospeccao tecnoldgica define-se

como:

“um meio sistematico de mapear desenvolvimentos cientificos e tecnoldgicos
futuros capazes de influenciar de forma significativa uma inddstria, a
economia ou a sociedade como um todo. Diferentemente das atividades de
previsdo classica, que se dedicam a antecipar um futuro suposto como unico,
0s exercicios de prospeccao sao construidos a partir da premissa de que sdo
varios os futuros possiveis. Esses sao tipicamente 0s casos em que as acdes

presentes alteram o futuro, como ocorre com a inovagao tecnoldgica.”

Assim sendo, 0s exercicios de prospecc¢ao preparam 0s atores na industria
para aproveitar ou enfrentar oportunidades ou ameacas futuras, na construcao de um
futuro desejavel. “E uma tentativa de predizer possiveis estados futuros da invencgao,
inovacéo, adogao e uso de determinada tecnologia” (TEIXEIRA, 2013).
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Segundo Tigre (2006), o estudo de prospeccao tecnoldgica deve envolver
esforcos sistematicos com o objetivo de avaliar o conjunto dos fatores e dos atores
envolvidos no processo de inovagao, assim como a relagdo entre eles, para antecipar
e entender suas potencialidades, progressfes, caracteristicas e consequéncias
tecnologicas. E uma atividade de muitos critérios que estard sempre sujeita a
incertezas e subjetividade, necessitando sempre de uma analise ex post (TEIXEIRA,
2013). Os principais objetivos da Prospeccdo Tecnoldgica estdo sintetizados na
Figura 4.

Figura 4 - Objetivos da Prospecc¢édo Tecnoldgica.

Tomada de decisoes

Definicao de prioridades

Capacidade de reacao e
antecipacao

Fonte: Adaptado de Zackiewicz e Salles-filho (2001); Cardoso et al. (2005).

Em suma, o interesse pela piperina € crescente e baseando-se no exposto
na construcao do texto até o momento, apresenta-se no proximo capitulo os objetivos

do trabalho.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Investigar a influéncia da Piperina na acdo antimicrobiana do composto
Oxido de zinco-Eugenol (ZOE).

3.2. Objetivos especificos

v Efetuar a revisdo bibliométrica sobre Piperina e Oxido de Zinco e Eugenol
(ZOE);

v’ Realizar a prospeccéo tecnoldgica sobre Piperina e Oxido de Zinco e Eugenol
(ZOE);

v' Testar a atividade antimicrobiana do ZOE;

v' Desenvolver uma formulagdo composta por Piperina e Oxido de Zinco e
Eugenol (ZOE);

v Analisar a atividade antimicrobiana da Piperina a 4, 5, 10 e 20% de

concentragdo na composicdo com o Oxido de Zinco e Eugenol (ZOE).
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4., METODOLOGIA

4.1 Delimitagdo do estudo

O estudo foi desenvolvido durante a realizacdo do curso de mestrado do
Programa de Pds-graduacao Profissional em Biotecnologia em Saude Humana e
Animal da Universidade Estadual do Ceara — UECE. A formulacgéo foi definida durante
0 estagio obrigatério e os experimentos foram realizados no Laboratério de
Microbiologia da Universidade Estadual do Piaui — UESPI, Campus Piraja. Para
avaliar a potencializacdo ou ndo da acdo antimicrobiana da piperina na composi¢ao
do 6xido de zinco-eugenol, realizou-se o Teste de Difusdo em Agar com perfuragéo
de Pocos. Enquanto que a Revisao Bibliométrica foi feita utilizando dados obtidos na
plataforma Scopus e a Prospecc¢éo Tecnoldgica usou as bases de patentes European
Patent Office (Espacenet), United States Patent and Trademark Office (USPTO) e
Instituto Nacional de Propriedade Industrial (INPI) como fonte para aquisicdo de
dados.

4.2 Revisao bibliométrica

Na construcéo dessa etapa da pesquisa, utilizou-se a plataforma Scopus
como base de dados para coletar e analisar as informacdes relativas ao tema
abordado. A Scopus é uma base de dados bibliografica que possui funcionalidades
gue auxiliam na coleta e processamento de dados cientificos, com um largo espectro

de abrangéncia que é devido ao seu banco de dados extenso.
Etapas da pesquisa:
1° Selecéo da plataforma utilizada para a coleta dos dados.
2° Escolha dos termos para a pesquisa.

3° Coleta e andlise dos dados encontrados para gerar informacdes para a

pesquisa.
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Os termos pesquisados foram: ZnO, ZOE, Zinc Oxide, Eugenol, 6xido de
zinco, piperina e piperine. Para melhorar o refinamento da pesquisa, utilizou-se da
l6gica Booleana para inserir os termos. Seguindo essa logica, inserirmos no campo

de busca o seguinte texto:

o (ZnO or ZOE) and ("zinc oxide-eugenol" or "Zinc Oxide and Eugenol")
para buscar trabalhos sobre 6xido de zinco, eugenol e suas combinagdes, incluindo
as abreviacdes ao qual sdo conhecidas.

o (((znO OR ZOE) AND ("zinc oxide-eugenol® OR "Zinc Oxide and
Eugenol")) AND piperine) para buscar patentes com a adigdo de piperina no composto
ZOE.

Por conseguinte, foi pesquisado pelos termos: piperine e piperine and
eugenol, para buscar patentes com 0 uso da piperina e da piperina com eugenol.
Todas as pesquisas foram feitas buscando os termos no titulo(title), no resumo

(abstract), e nas palavras-chave (Keywords).

Nas bases da Scopus, além dos termos em inglés, inserimos 0s termos em
portugués: “OXIDO DE ZINCO’ EUGENOL PIPERINA” na primeira busca e “OXIDO
DE ZINCO’ EUGENOL” em uma segunda busca. A ferramenta adiciona o conector

AND automaticamente quando o usuario néao o faz.

4.3 Prospeccao tecnoldgica

Para realizar a prospecc¢ao tecnoldgica buscou-se nas bases de patentes
da European Patent Office (Espacenet), United States Patent and Trademark Office
(USPTO) e Instituto Nacional da Propriedade Industrial (INPI) os termos através de
busca avangcada. Em seguida foram analisados os resultados e criados graficos e

tabelas com os dados encontrados.

Nas bases do Espacenet e USPTO, os termos utilizados para a pesquisa
foram: ZnO, ZOE, Zinc Oxide, Eugenol, 6xido de zinco, piperina e piperine. As bases
utilizadas dao a alternativa de pesquisas booleanas com uso de conectores ldgicos.

Nos campos de buscas foram inseridos os seguintes termos: (ZnO or ZOE) and ("zinc
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oxide-eugenol" or "Zinc Oxide and Eugenol') para buscar as patentes que
contivessem o composto Oxido de Zinco e eugenol sem a piperina. Apos essa busca,
foi inserido os termos: (((ZnO OR ZOE) AND ("zinc oxide-eugenol" OR "Zinc Oxide
and Eugenol")) AND piperine) para buscar patentes com a adicdo de piperina no

composto ZOE.

Por conseguinte, foi pesquisado pelos termos: piperine e piperine and
eugenol, para buscar patentes com 0 uso da piperina e da piperina com eugenol.
Todas as pesquisas foram feitas buscando os termos no titulo(title) e no resumo

(abstract).

Nas bases do INPI foram pesquisadas as seguintes palavras: ‘OXIDO DE
ZINCO EUGENOL PIPERINA” na primeira busca e “OXIDO DE ZINCO E EUGENOL”
em uma segunda busca, os termos foram buscados no Resumo e contendo todas as

palavras.

Excluiu-se os dados de patentes duplicados. Com a utilizacao do aplicativo
Excel, ap6s coletas de dados, foi possivel filtrar as patentes por ano de publicacéo,
pais de origem e classificacdo internacional de patentes.

4.4 Manipulacéo para producéo do ZOE/PIP

As manipula¢des necessarias para produzir a formulacdo ZOE/PIP a partir
do oxido de zinco, eugenol e piperina foram realizadas durante o Estagio Obrigatério
do Mestrado Profissional em Biotecnologia em Saiude Humana e Animal (MPBiotec),
na sede da Farméacia de manipulagdo Med Pharma em Floriano — PI. A Piperina foi
misturada ao ZOE em diferentes proporgoes: 4, 5, 10 e 20% denominadas P1, P2, P3
e P4, respectivamente. A formulacao foi definida tomando por base as proporcdes

utilizadas para o preparo na rotina de atendimento em consultorio odontologico.

Em geral o kit de cimento a base de 6xido de zinco e eugenol acompanha
uma colher dosadora para medida do p6 (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



28

valores em porcentagem para cada item. Na Tabela 1 estdo os valores em

porcentagem das formulacao utilizadas nesse estudo.

Tabela 1 — Valores utilizados nas formula¢cdes do ZOE (amostra sem piperina) e
ZOE/PIP (P1, P2, P3 e P4 com 4,5, 10 e 20% de PIP, respectivamente).

Formulagao Porcentagem na mistura (%)
Zn0O Eugenol Piperina

ZOE 57,15 42,85 -

P1 54,87 41,13

P2 54,28 40,72 5

P3 51,43 38,57 10

P4 45,72 34,28 20

Fonte: dados da pesquisa (2019)

Com os valores das proporcbes de cada item, calculou-se a massa
necessaria para o preparo de 20 mg de cada amostra a ser analisada (ZOE, P1, P2,

P3 e P4), respectivamente.

Durante o preparo utilizou-se balanca analitica, espatulas, vidro de relégio,
placas de Petri, capela de fluxo laminar. Todo material utilizado foi devidamente
esterilizado e preparando em ambiente asséptico, conforme preconiza as boas

praticas de fabricacéo, para evitar possiveis contaminacfes das matérias-primas.

Para esse estudo utilizou-se matéria prima P.A sendo o 6xido de zinco da
Dinamica® Quimica contemporanea Ltda., o eugenol da Sigma-Aldrich® com pureza

de 99% de pureza e a piperina da Sigma -Aldrich® com pureza de 97%.

45 Analise da atividade antimicrobiana

As analises microbiologicas foram realizadas no LABMICRO - Laboratorio

de Microbiologia da Universidade Estadual do Piaui — UESPI — Campus Piraja. Os
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compostos formados (ZOE e PIP/ZOE) foram avaliados quanto as suas atividades
antimicrobiana. As cepas utilizadas séo todas de referéncia e foram cedidas pela
Fiocruz para o LABMICRO, séo elas: Staphylococcus aureus ATCC 6538,
Streptococcus mutans ATCC 25175, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Enterococcus faecalis ATCC 29212 e Candida albicans
ATCC 10231. O método utilizado no teste de atividade microbiana esta descrito a

sequir.

4.5.1 Método de difusdo com perfuracdo em agar

Em placas de Petri, foi vertido o meio de cultura agar TSA preparado
conforme indicacdes do fabricante. Apds solidificado o meio realizou-se a técnica de
perfuracdo com o uso de um perfurador em cilindro de inox devidamente esterilizado
medindo 5 mm de diametro para formacédo de pocos onde, posteriormente, depositou-

se 0 composto a ser analisado.

Utilizou-se aliquotas de 20 pL da solucdo de ZOE/PIP ou ZOE. Os pogos
foram cobertos por 8 mL de meio de cultura semi-soélido (TSB com 0,8% de agar-agar)
com 100 pL da bactéria na concentracdo 108 UFC/mL, padrdo de McFarland a 0,5. O
sistema foi incubado por 24-48 h em 35 °C + 2 para cepas bacterianas e 25 °C * 2
para a levedura. Como controle positivo utilizou-se o meio de cultura sem a presencga
do agente antimicrobiano. N&o foi realizado controle negativo visto que nao existe
consenso na literatura quanto ao material ideal para obturacédo de canais de dentes
deciduos (Smail-Faugeron et al., 2014). Utilizou-se o ZOE sem adi¢cdo de piperina
para ser o parametro comparativo da atividade antimicrobiana influenciada pela
adicado da piperina na composic¢ao. 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 inibicdo do crescimento
microbiano maior ou igual a 10 mm de diametro. Apos o periodo de incubacao, os
diametros das zonas de inibicdo foram mensurados com paquimetro digital e calculou-

se a média dos diametros formados.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Levantamento Bibliométrico

Um recorte dos resultados a seguir, referentes ao levantamento
bibliométrico, foram publicados nos anais do 10° Simpadsio Internacional de Tecnologia
e Inovacdo (ISTI —10th International Symposium on Technological Innovation,
ISSN:2318-3403). O artigo original (D.O.l.: 10.7198/S2318-3403201900010922), com
o titulo: “COMPOSTO OXIDO DE ZINCO E EUGENOL COM PIPERINA NO USO
FARMACOLOGICO NA ODONTOLOGIA: ESTUDO BIBLIOMETRICO”, pode ser
encontrado no endereco:
http://www.api.org.br/conferences/index.php/ISTI2019/1STI12019/paper/view/922/549/.

As publicacdes relativas a pesquisa realizada utilizando os termos (ZnO or
ZOE) and ("zinc oxide-eugenol” or "Zinc Oxide and Eugenol") para buscar trabalhos
sobre oxido de zinco, eugenol e suas combinacdes indicam que em 1969 houve uma
publicacdo com os termos da busca, iniciando uma série de publicacdes sobre o tema.
Entre os anos 1963 a 1969, e em 1971 e 1975, houve um lapso temporal nas
publicacdes. Contabilizou-se um total de 303 documentos, sendo 44 com acesso

aberto ao conteudo da publicagéo na integra e restante com acesso restrito.

Fora esse periodo sem publicacbes que foi citado, apés 1962, foram
encontradas publicacbes frequentes, incluindo o ano de 2018, conforme pode-se

observar na Figura 5.
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Figura 5 - Publicacdes por ano utilizando os termos (ZnO or ZOE) and ("zinc

oxide-eugenol" or "Zinc Oxide and Eugenol")
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O Brasil aparece como segundo que mais publicou trabalhos relacionados
com os termos pesquisados. Com uma diferenca pequena em relacdo ao Estados
Unidos da América que ficou em primeiro em numero de publicagBes, conforme

exposto na Figura 6.

Figura 6 - Publica¢cdes por Pais, relacionadas aos termos pesquisados (ZnO or

ZOE) and ("zinc oxide-eugenol” or "Zinc Oxide and Eugenol™).
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Pode-se observar que no Brasil, as pesquisas com essa tematica possuem
um interesse evidente, pois as instituicdes que mais publicaram foram as brasileiras,
superando as publicacdes de instituicdbes de paises como os Estados Unidos. Os
resultados sé&o ilustrados na Figura 7.

Figura 7 - Publicacfes por Universidades com os termos (ZnO or ZOE) and ("zinc

oxide-eugenol" or "Zinc Oxide and Eugenol")
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A figura 8 ilustra os documentos por autores, relacionando os nomes dos

autores que possuem interesse na tematica da pesquisa.
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Figura 8 - Autores que mais publicam sobre o Oxido de zinco e/ou eugenol
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A figura 9 mostra os tipos de documentos encontrados na Scopus sobre ZnO,
ZOE e suas variantes. Nota-se que os documentos em sua maioria (93,4%) séo

artigos.

Figura 9 - Tipos de documentos sobre ZnO, ZOE e variantes.
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Na figura 10 observa-se que as areas de Odontologia e Medicina sao as

gue aparecem com maior frequéncia nas publicacdes, sendo Odontologia responsavel

por 57% dos documentos.

Figura 10 - Documentos por area de assunto sobre ZnO, ZOE e variantes.
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Nas buscas pelo termo Piperine, foram encontrados 1956 publicagdes.

Cerca de 81% possuem acesso restrito. A figura 11 traz as publica¢des por ano.
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Figura 11 - Publicac@es por ano utilizando o tema Piperine.
200

175
150
125
100
75
50

25

0
1895 1906 1917 1928 1939 1950 1961 1972 1983 1954 2005 2016 2027

Year
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As publicacdes sobre Piperine por pais estdo descritas na figura 12. A india
possui a maioria das publicacbes, seguida pelos Estados Unidos da América. No
entanto, a india explora a piperina para publicacbes com enorme vantagem.

Figura 12 - Publica¢cdes por Pais sobre Piperine.
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As areas de exploracdo das publicacbes estdo descritas na figura 13.
Farmacologia, Bioquimica e Medicina sdo as areas que juntas, possuem a maior

quantidade de publicacdes, cerca de 61,8%.

Figura 13 - Areas de exploracédo das publicacdes com o termo Piperine.
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Nas buscas por Piperine com Eugenol, foram encontrados 84 documentos.

O periodo das publica¢cdes abrangem o ano de 1977 até 2018.
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Figura 14 - Publicacdes por ano com os termos Piperine com Eugenol.
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As publicac8es por paises estdo descritas na figura 15. A india e os Estados
Unidos da América lideram as publicacdes com piperina e eugenol, embora a india

permaneca com a vantagem ampla.

Figura 15 - Publica¢cdes por Pais sobre piperina e eugenol.
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As publicacbes nas areas de farmacologia, bioquimica e medicina,

somando-se, resultam em 69,6% dos documentos encontrados na pesquisa,

conforme pode ser observado na figura 16.

Figura 16 - Areas de publicacdes com o termo piperine e eugenol.
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Na busca bibliométrica ndo encontrou-se resultados sobre a ZOE com
adicdo da piperina. Também nédo foram encontradas patentes que utilizem a piperina
na composicido com o Oxido de Zinco e eugenol. Isso mostra que embora
reconhecidos os aspectos curativos das substancias, o tema da pesquisa ainda é um
campo pouco explorado, resultando na possibilidade de criagcdo de um produto

relativamente novo no mercado.

Os documentos disponibilizados na plataforma Scopus, na busca em sua
maioria, possuem acesso restrito, em alguns casos, possibilitando apenas a leitura do
resumo do trabalho. Em sua minoria, 0s artigos possuem acesso aberto ao usuario
para consulta e leitura na integra. As pesquisas envolvendo ZOE, eugenol e piperina,
em quaisquer circunstancias, envolvem as é&reas da farmacologia, medicina e
bioguimica em sua maioria. Na busca bibliométrica, os resultados sobre ZOE foram
abundantes, como era o esperado, porém nao encontramos resultados sobre a ZOE
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com adicdo da piperina. A piperina foi relacionada, em nossos resultados, ao uso

farmacoldgico.

5.2 Prospeccdo tecnoldgica

Os resultados referentes a prospeccéo tecnoldgica, geraram um artigo
(Anexo B) que foi submetido, aceito e publicado no periddico Cadernos de
Prospeccao, ISSN:1983-1358 (impresso) / ISSN: 2317-0026 (on-line), Qualis B3 no
quesito Interdisciplinar, com publicacdo em marco de 2020.

Na Figura 17 estad condensada o resultado encontrado nos escritérios de
patentes pesquisados para os termos de interesse que estdo relacionados na

metodologia para a Prospeccao tecnolégica.

Figura 17 - Quantidade de patentes depositadas nos escritérios de patentes
USPTO, ESPACENET e INPI sobre 6xido de zinco-eugenol, Piperina e/ou
eugenol e sobre o ZOE com adigao de piperina.
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Fonte: Elaborado pelos autores com dados da pesquisa (2019).

Quando os termos buscados foram sobre o composto de éxido de zinco e
eugenol, obtivemos o retorno de 16 patentes depositadas no Escritorio de Patentes e
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Marcas do Estados Unidos (USPTO) publicadas a partir do ano de 1981, chegando o
ano de 2014, enquanto que no Escritorio Europeu de Patentes (ESPACENET) foram
encontradas apenas 2 patentes, sendo uma da Alemanha depositada de 1992 e a
outra da China de 2018 e no Instituto Nacional de Propriedade Intelectual (INPI) 3
patentes, ambas com classificacdo para preparacdes com finalidades médicas,
odontoldgicas ou higiénicas e/ou odontologia; aparelhos ou métodos para higiene oral

ou higiene dental (A61K-A61C, conforme Classificacao Internacional — IPC).

Quando os termos pesquisados relacionam “eugenol e piperina” estes sao
descritos como produtos antibacterianos com utilizacbes diversas e descrevem as
substancias como botanicas, visto que sdo derivadas de plantas. Algumas dessas
patentes possuem a descri¢cdo de fungicidas o que ressalta o uso no controle biolégico
que também € evidente na literatura. Esse interesse vai ao encontro do relatado por
Reddy et al. (2004) sobre a agéo antimicrobiana; e por Pradeep e Kuttan (2004) sobre
acao anti-inflamatéria e aumento na biodisponibilidade de farmacos relatado por

Oliveira, Alencar-Filho e Vasconcelos (2014).

Em nenhum dos escritérios de patentes, até o momento da pesquisa
(2019), existe depdsito com a composicdo de O6xido de zinco-eugenol e piperina. A
prospeccao foi relevante como etapa inicial de novas pesquisas, dando um amplo

espectro para prosseguimento de estudos relacionados.

5.3 Formulacgéo

Na conducdo da pesquisa, houve a criacdo de uma formulagdo que
pudesse ser aplicado nos testes in vitro (Figura 18). As formulacdes criadas foram
submetidas a avaliacéo da atividade antimicrobiana in vitro contra as diferentes cepas

de microrganismos (citadas na metodologia da atividade antimicrobiana).
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Figura 18 — Componentes da formulagédo elaborada no estudo.

Fonte: Elaborado pelos autores, 2020.

Observou-se inicialmente que a composicdo apresentou um aspecto
homogéneo na mistura e que, em até 24h horas, a formulacdo elaborada apresentou
a solidificacdo que é necesséria para a sua fungdo como cimento dentario, assim
como o produto ja conhecido no mercado (ZOE). Com isso, criou-se uma pasta para
observar a reacdo do produto e se ele teria alteracdo na sua solidificacdo. ApoGs
confirmacéo de eficiente solidificacdo, seguiu-se com os testes in vitro. A formulacéo
foi colocado em andlise in vitro antes da sua solidificacéo, ou seja, logo ap4s o preparo
(Figura 19).
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Figura 19 - Manipulacao da formulacdo a base de piperina, 6xido de zinco e
eugenol.

Fonte: Elaborado pelos autores com dados da pesquisa (2020).

A manipulagéo da formula foi realizada dentro dos padrdes de controle de
higiene para assegurar a qualidade e eficacia do produto final (Figura 20). A matéria-
prima utilizada foi adquirida em lojas de venda de produtos quimicos, sendo o 6xido
de zinco P.A (marca Dinamica), eugenol P.A (Sigma Aldrich) e a piperina P.A (Sigma

Aldrich). As substéancias utilizadas apresentam grau de pureza de 95 a 99%.

Figura 20 - Formulagdo embalada para observacéo de
solidificacao

Av. Joao Lus Ferreira, 412 Certd
Rua.Joao Chico, 540  Medical 1
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Fonte: Elaborado pelos autores com dados da pesquisa (2020).
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5.4 Acéao antimicrobiana

Conforme Silveira et al., (2009), o método de agar difusdo em pocos se
baseia na difusédo radial das substancias, e a presenca de particulas em suspenséao
na amostra a ser testada € muito menos provavel de interferir com a difusédo da
substancia antimicrobiana no &4gar que no disco de papel de filtro. Em concluséo do
estudo comparativo das duas técnicas de agar difusdo (pocos e disco) aplicada a
extratos de plantas, Silveira et al., (2009) observou que a técnica de agar difusdo em
POCO mostrou-se mais sensivel que a técnica agar difusdo em disco, embora ambos
tenham se mostrado Uteis para esta finalidade. Baseando-se nesses resultados da
técnica de agar difusdo em pocos, foi a técnica escolhida para ser aplicada no estudo

O método de difusdo € 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 alcancar a analise microbiol6gica. Com a difusdo aparece um halo, no
qgual ndo existe o crescimento do microrganismo, portanto denomina-se halo de
inibicdo. Nesse ensaio podem ser utilizados diferentes tipos de reservatérios: 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 ZOE/PIP foi avaliada contra
cepas Gram-positivas e Gram-negativas para a determinacdo dos valores de
Crescimento Inibitorio Minimo (CIM). A formulagdo, analisada em diferentes
concentracdes, apresentou variacdo 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.

Alguns autores discutem a importancia do ZOE (puro) na acgao
antimicrobiana. Um estudo de levantamento bibliografico realizado por Moura,
Rabello e Pereira (2013) sobre a influéncia do eugenol nos procedimentos adesivos,
revelou também que o eugenol compde com o 6xido de zinco os conhecidos cimentos

a base de 6xido de zinco e eugenol (ZOE) que sdo amplamente utilizados devido seus
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beneficios, entre eles o efeito antibacteriano, o que fortalece o interesse pelo tema
aqui estudado (VAGULA et al., 2010; RODRIGUES e SILVA, 2010; MOURA,
RABELLO, PEREIRA, 2013; SILVA, 2014; NOGUEIRA et al., 2017). No entanto, a
garantia de sucesso nos tratamentos endoddnticos estd diretamente associado a
eliminacao dos microrganismos nos canais radiculares infectados, por isso a razao da
adicdo de piperina, o principal alcaldide da espécie Piper nigrum L., ao cimento de
oxido de zinco e eugenol (ZOE). Com intuito de potencializar a agdo antimicrobiana,
ja conferida pelo eugenol, e também acrescentar ao composto outras atividades
bioldgicas importantes para o tratamento dos efeitos cariogénicos (CARNEVALLI,
2013; BONTEMPO, 2007).

As andlises realizadas em triplicata foram mensuradas com paquimetro
digital e as medidas dos halos formados pelas composi¢des propostas na metodologia

estao descritas na tabela 2.

Tabela 2 — Medida (em mm) dos halos de inibic&o de crescimento microbiano de
formula¢gdes com Piperina 4, 5, 10 e 20% em ZOE contra cepas da cavidade oral.
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Tabela 2 — Medida (em mm) dos halos de inibicdo de crescimento microbiano de

formulagcdes com Piperina 4, 5, 10 e 20% em ZOE contra cepas da cavidade oral.
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Fonte: dados da pesquisa (2020)

A Tabela 3 apresenta os resultados do teste feito com 6xido de zinco e
eugenol puro na presenca das cepas S. aureus, S. mutans, E. coli, P. aeruginosa e
Enterococcus. Vale ressaltar que a matéria-prima utilizada é P.A., tendo em vista que
as marcas que comercializam os cimentos a base de ZOE acrescentam aditivos na
composicao e aqui objetivou-se avaliar os principios ativos das principais matérias-

primas da composi¢ao.
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Tabela 3 - Medida dos halos de inibicdo (mm) de crescimento microbiano do

ZOE (puro) feito em triplicata contra cepas microbianas da cavidade oral.

CEPAS Medidas Média
1 2 3
S. aureus 16 151 15,4 15,5
S. mutans 10,1 9,2 9,2 9,5
E. coli 14,8 15,8 15,8 15,5
P. aeruginosa 14,2 14,9 16,2 151
Enterococcus 12,7 11,5 11,6 11,9
Céandida albicans 15 14,8 15,3 15,0

Fonte: Dados da pesquisa, 2020.

Nos testes realizados com 0 ZOE sem adi¢ao da piperina pode-se perceber
gue a bactéria S. mutans foi resistente a acdo do ZOE, tendo em vista o tamanho da
média dos halos formados (9,5mm). Comparando-se os resultados do ZOE (puro): S.
aureus de 15,5mm; E. coli 15,5mm; P. aeruginosa 15,1mm e Enterococcus 11,9 mm,
com os dados ja publicados, Vagula et al. (2010) verificou que o ZOE apresentou halo
de inibicdo contra Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Escherichia coli (ATCC
25922), Enterococcus faecalis (ATCC 19433), Staphylococcus aureus (ATCC 25923)
e Bacillus subtilis (ATCC 6633) sendo de 8 a 24,5 mm a média dos halos formados,

onde o maior foi contra a bactéria E. coli e 0 menor para P. aeruginosa.

Na Tabela 4 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 ZOE, P1, P2, P3 e P4.
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Tabela 4 — Medida dos halos de inibicdo de crescimento microbiano para as 6

cepas testadas, em presenca de ZOE, P1, P2, P3 ou P4 (média das triplicatas em

mm).
Cepas
I 5 = o 3 ° 3 3
= c c =) c @ a
3 o = = ) 3 =
S| 5 5 S o o
2 @ % 5 »
3 g c &
QD
>
(9]
Medida do halo de inibigdo (mm)
ZOE 15,5 9,5 15,5 15,1 11,9 15,0
P1 26,0(+10,5) 13,0(+3,5) 23,7(+8,2) 28,9(+13.8) 11,9(0) 20,5(+5,5
P2 16,4(+0,9) 10,5(+1,0) 17,0(+1,5) 17,3(+2,2) 11,8(-0,1) 14,2(-0,8)
P3 15,0(-0,5) 10,5(+1,0) 17,4(+1,9) 13,8(-1,3) 11,4(-0,5) 14,1(-0,9)
P4 12,3(-3,2) 10,4(+0,9) 12,9(-2,6) 12,2(-2,9) 11,1(-0,8) 12,4(-2,6)

Fonte: Elaborado pelo autor com dados da pesquisa (2020). Valores entre parénteses = valor do halo
do experimento com P1,2,3 ou P4-valor do halo do experimento com ZOE.

Todos os experimentos com aplicacéo de alguma formulacdo com piperina
(Pn, onde n=1-4) foram comparados com o resultado dos experimentos com aplicacéo
do ZOE. A diferenca entre os valores dos tamanhos da média dos halos (Pn - ZOE)
estdo entre parénteses na Tabela 3, onde observa-se que foram positivos quando o
tamanho do halo da formulacdo (Pn) é maior que o tamanho do halo formado pelo
ZOE.

Sendo assim a formulagdo P1 apresentou valor positivo na diferenca entre
os experimentos (Pn — ZOE) para todas as cepas estudadas. A medida que a
quantidade de piperina foi aumentada nas formulacées, 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 P1l. Observou-se com P1 o melhor
resultado de halo de inibicdo para S. aureus e P. aeruginosas, e nenhuma diferenca

em relacdo ao resultado com ZOE puro, nos testes com Enterococcus. Na Figura 21
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sao apresentadas imagens dos experimentos de Teste de difusdo de agar para as 6

cepas testadas em presenca de ZOE puro (A) e P1 (B), respectivamente.

Figura 21 - Teste de difusdo em &gar com perfuracdo de pog¢os contra cepas
comuns na cavidade oral.

(A) Experimentos com ZOE

(B) Experimentos com P1

Fonte: Elaborado pelos autores com dados da pesquisa (2020).

Evidenciou-se que o aumento da concentragéo de piperina na formulagéo
(Pn) n&o contribuiu para um aumento na formag&o dos halos de inibi¢do (Tabela 3). E
provavel que o aumento de piperina na formulacdo saturou o efeito de formacao do
halo. No entanto, vale ressaltar que néao levou a perda excessiva do efeito evidenciado

na formagéo do halo em P1 para as cepas, respectivamente.

A literatura destaca que a a¢do do ZOE puro sobre o S. mutans n&o foi
satisfatorio, com halo de inibicdo 9,5 mm. No entanto, quando adicionado a piperina
na composi¢do 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 carie dentaria (LEITES et al.,
2006). Apesar de apresentar halo de inibicdo de 9,5 mm, é importante ressaltar que a
literatura destaca do uso do ZOE como principal cimento utilizado na odontologia. Por
exemplo, Boeckh et al. (2002) mostrou que o ZOE apresenta o melhor resultado frente

ao S. mutans comparando com outros materiais restauradores.
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Outros estudos na linha de pesquisa apresentada nesta Dissertacdo tém
mostrado que extratos aquosos de P. nigrum sdo eficazes contra cerca de 176
espécies de bactérias encontradas na cavidade bucal (CHAUDHRY e TARIQ, 2006).
Utilizando extratos de P. nigrum, Reddy et al. (2004) encontraram atividade contra
isolados de Bacillus subtilis, Bacillus sphaericus e Staphylococcus aureus todas Gram
positivo e Klebsiella aerogenes e Chromobacterium violaceum amostras Gram
negativas. 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
insatisfatorios, tendo em vista que o valor minimo deveria ser de 10,0 mm (ZARAI et
al., 2013). Comparando com o experimento realizado com a piperina adicionada ao
ZOE, as cepas citadas apresentaram melhores valores na formulagcéo P1, sendo 26,0,
24,0 e 12,0 mm os maiores valores, respectivamente. Assim, pode-se concluir que a

adicao da piperina influenciou para o aumento no tamanho do halo.

Vale ressaltar ainda que € importante entender o mecanismo de acao das
substancias que compde a formulacdo, no entanto ainda ndo esta completamente
elucidado o mecanismo de acdo antimicrobiana de 6leos essenciais, mesmo sendo
clara a sua atividade antimicrobiana (BARBOSA, 2010). Nos alcaloides, como é o
caso da piperina, 0 mecanismo de acao € a interacdo com a parede celular e/ou DNA
(COWAN, 1999). Outros estudos relatam que o eugenol inibiu a producdo de amilase
e protease em cepas de Bacillus cereus e que houve também a degradacado da parede

celular e lise celular entre os achados (Thoroski et al., 1989).
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Embora reconhecidas as propriedades antimicrobianas e curativas das
substancias apresentadas aqui, 0 tema da pesquisa € ainda € campo pouco
explorado, o que possibilita a criacdo de um produto relativamente novo no mercado.
Observou-se pelo levantamento bibliométrico e de patentes que nao existe dados
sobre o 6xido de zinco e eugenol com adigédo de piperina.

Apoés os estudos desenvolvidos e apresentados nesta dissertacéo, péde-
se concluir ainda que a composi¢cdo ZOE/PIP mostrou-se eficiente no combate a
microrganismos existentes na cavidade bucal. Em comparagdo com outros estudos
apresentados na literatura, a formulacédo do ZOE com piperina mostrou-se equivalente
para algumas culturas e superior em outras, e guarda entre si uma dependéncia em
relacdo a quantidade de piperina. Concluindo-se que 4% desta amida alcaloide

potencializou a acao in vitro da formulac&o proposta.

Portanto, como a piperina € um produto natural atéxico, a composi¢cao
ZOE/PIP (4%) pode ser utilizada como cimento odontoldgico de restauracao provisoria

com maior eficiéncia que o ZOE.
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ANEXO A - Tabela de dados estatisticos (média, desvio padréo e intervalo de

confianca)

S. aureus S. mutans

Formulacéao Formulacéao

(Pn) Média DP I1C95% IC90% I1C80% |(Pn) Média DP 1C95% IC90% IC80%

P1 26,0 2,07 514 349 225 |P1 130 1,65 4,11 2,79 1,80

P2 16,4 0,25 0,63 043 0,28 |P2 105 046 1,14 0,77 0,50

P3 15,0 0,47 1,18 080 0,52 |P3 10,5 0,85 2,12 1,44 0,93

P4 12,3 1,07 266 1,81 1,17 |P4 104 0,26 0,66 045 0,29
P.

E. coli aeruginosa

Formulacéo Formulacéo

(Pn) Média DP I1C95% IC90% IC80% |(Pn) Média DP 1C95% IC90% IC80%

P1 23,7 0,96 2,4 1,63 1,05 |P1 289 262 652 443 2,86

P2 17,0 06 15 1,02 0,66 |P2 17,3 1,74 434 294 19

P3 17,4 25 6,22 422 272 |P3 138 0,35 0,86 0,58 0,38

P4 12,9 0,67 166 1,13 0,73 |P4 12,2 05 1,26 085 0,55
Candida

Enterococcus albicans

Formulacéo Formulacéo

(Pn) Média DP I1C95% IC90% I1C80% |(Pn) Média DP I1C95% IC90% IC80%

P1 11,9 165 4,11 2,79 180 |P1 205 0,46 1,14 0,77 0,50

P2 11,8 0,55 1,28 087 056 |P2 14,2 0,67 1,66 1,13 0,73

P3 11,4 01 025 0,17 0,11 |P3 141 09 240 163 1,05

P4 11,1 0,55 1,37 093 0,60 |P4 12,4 0,17 043 0,29 0,19

ZOE

Cepas Média DP I1C95% IC90% IC80%

S. aureus 15,5 0,46 1,14 0,77 0,5

S. mutans 9,5 0,52 1,29 088 0,57

E. coli 15,5 0,58 1,44 098 0,63

P. aeruginosa 15,1 1,01 2,52 1,71 1,11

Enterococcus 11,9 0,67 1,66 1,13 0,73
Candida
albicans 15,0 0,25 0,63 0,43 0,28

Fonte: Elaborado pelo autor (2020)
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Resumo

0 Oxido de Zinco — Eugenol (ZOE) é amplamente utilizado como material restaurador terapéutico odontoldgico. No
entanto, estudos indicam que o ZOE tem poucas propriedades mecanicas e alta citotoxicidade em relagdo as células-
tronco da polpa dental humana. O objetivo deste trabalho é efetuar a prospeccio tecnoldgica sobre o composto Oxido
de Zinco e Eugenol com adi¢do de Piperina. Na construgdo desta pesquisa, empregaram-se as bases de patentes da
European Patent Office (Espacenet), United States Patent and Trademark Office (USPTO) e Instituto Nacional da
Propriedade Industrial (INPI) para coletar e analisar as informacdes relativas ao tema abordado. Foram utilizados os
termos: ZnO, ZOE, Zinc Oxide, Eugenol, Oxido de Zinco, Piperina e Piperine. Os resultados demonstraram que a inovagio
proposta ainda é de conhecimento restrito, pois ndo foram encontradas patentes que utilizem o ZOE com a adi¢do da
Piperina. Embora reconhecidos os aspectos curativos dos componentes, a combinacdo citada é uma novidade.

Palavras-chave: Piperina. Oxido de Zinco e Eugenol (ZOE). Farmacologia.

Abstract

Zinc Oxide — Eugenol (ZOE) is widely used as a dental therapeutic restorative material. However, studies indicate that
ZOE has few mechanical properties and high cytotoxicity relative to human dental pulp stem cells. The objective of this
work is to make the technological prospecting on the compound Zinc Oxide-Eugenol with the addition of Piperine. In
the construction of this research, the patent bases of the European Patent Office (Espacenet), the United States Patent
and Trademark Office (USPTO) and the Instituto Nacional de Propriedade Intelectual (INPl) were used to collect and
analyze the information related to the subject. Was used the terms: ZnO, ZOE, Zinc Oxide, Eugenol, Zinc Oxide, Piperine
and Piperine. The results showed that the proposed innovation is still of limited knowledge, because there are no
patents using ZOE with the addition of Piperine were found. Although the healing aspects of

the compound are recognized, the combination mentioned is new.

Keywords: Piperine. Zinc Oxide — Eugenol (ZOE). Pharmacology.
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Oxido de Zinco e Eugenol (ZOE) com Piperina na Farmacologia Aplicada &
Odontologia: prospeccao tecnolégica para um panorama inovador

1. Introdugao

A odontologia carece de fdrmacos para a conducdo de seus procedimentos cirlrgicos e curativos
e podem ser citados os restauradores provisorios e definitivos, anestésicos, analgésicos, anti-
inflamatdrios e antibidticos. Entre os diversos produtos considerados restauradores provisérios no
mercado da odontologia, o Oxido de Zinco e Eugenol (ZOE) é um dos mais utilizados e foi
recomendado por Sweet em 1930 (MORTAZAVI; MESBAHI, 2004). Isso se deve a facilidade do
preparo, manipulac¢do e eficacia na finalidade a que é destinado.

Esse tipo de material é de suma importancia na odontologia porque garante a manutenc¢ao da
assepsia, tratamento microbiano e anti-inflamatério aliado a prote¢do do dente ao ataque de novos
contaminantes durante o tratamento. De fato, a agdo da mistura ZOE abre um campo de estudo
para melhoria dos tratamentos pré-cirurgicos em odontologia, o que leva a possibilidade de serem
testadas novas moléculas com potencial antibacteriano e anti-inflamatério capazes de serem
misturadas de forma homogénea ao ZnO, gerando aderéncia ao dente aliada a acdo
medicamentosa.

Tratando-se mais especificamente do Eugenol, que é definido como um composto aromatico
gue estd presente especialmente nos cravos e que possui um efeito anestésico marcante, sendo
amplamente utilizado na odontologia. Assim como o Eugenol, moléculas a partir de produtos
naturais como a Piperina (Piper nigrum L.) tém acdo anti-inflamatadria, analgésica e antimicrobiana
qgue pode auxiliar o curativo em problemas dentarios. Além disso, ndo ha implicagdes quimicas para
a mistura com o ja conhecido Oxido de Zinco (ZnO), material utilizado como suporte do Eugenol em
preenchimentos dentdrios temporarios.

A Piperina é uma amida natural abundante nos frutos de Piper nigrum e também se encontra
presente em diferentes espécies do género Piper (SEMLER; GROSS, 1998 apud FERREIRA, 2012). O
P. nigrum é usado principalmente como condimento e é popularmente conhecido no Brasil como
pimenta-do-reino. Seu principal alcaloide, a Piperina, possui variada atividade biolégica, na qual se
a acdo anti-inflamatdria (LEE; SHIN; WOO, 1984; MUJUNDAR et al., 1990; STOHR et al., 2001 apud
CARDOSO, 2005), antimicrobiana (REDDY et al., 2004) e a biodisponibilidade de farmacos
(CHAUDHRY; TARIQ, 2006; KHAN et al., 2010; SIMAS et al., 2007 apud CARNEVALLI, 2013).

Justifica-se a aplicagdo deste estudo pela necessidade de desenvolver novas alternativas para a
criacdo de medicamentos de larga utilizacdo, com criacdo de patentes que possam alavancar o
conhecimento tecnolégico, cientifico e melhorar a economia do pais. Com o estudo espera-se
patentear a inovacao e, posteriormente, realizar a transferéncia dessa tecnologia para que a
comunidade usufrua dos resultados da pesquisa. A investigacdo das acdes bioldgicas de novas
moléculas pode nortear outros estudos especificos para a utilizacdo destes novos materiais na
odontologia, como uma opcdo vidvel e mais eficaz aos medicamentos (ZOE) ja existentes.

2. Revisao de Literatura

A fundamentacdo da tematica baseou-se nos aspectos descritos na literatura para a piperina,
assim como para o composto 6xido de zinco-eugenol. A secdo aborda as atividades bioldgicas e as
aplicacoes do ZOE e, em seguida, a piperina e suas caracteristicas de interesse para o presente
estudo.

2.1. Atividades Bioldgicas e Aplica¢des do Oxido de Zinco e Eugenol
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O composto formado por Oxido de Zinco e Eugenol é utilizado, em alguns casos, para fixagdo
proviséria em tratamentos de restauracdo definitiva na odontologia. Alguns requisitos sdo
necessarios para esse tipo de cimento provisério, como: requisitos bioldgicos (biocompatibilidade),
fisicos (resisténcia mecanica baixa) e ser de facil manipulagao.

Estudo realizado com o Eugenol, provou que ele inibe a agao do P2X3, um receptor de dor que
se expressa no ganglio trigémeo, confirmando o seu efeito analgésico (LI et al., 2008). Um estudo in
vitro revelou que o Eugenol influencia na fungdo macrofagica por prejudicar a capacidade de adesao
e modular reagdes imunes e inflamatdrias na polpa dentaria e em tecidos periapicais (SEGURA;
JIMENEZ-RUBIO, 1998 apud MOURA; RABELLO; PEREIRA, 2013).

Sobre os efeitos antibacterianos, estudos revelam que o ZOE tem bons resultados inibitdrios
sobre o Streptococcus mutans, um dos grandes causadores de caries dentaria, indicando que o
material tem potencial para prevencao de caries secundarias (LI et al., 2008 apud MOURA; RABELLO;
PEREIRA, 2013). E possivel que o Eugenol apresente propriedade antibacteriana pela inibicdo da
sintese de enzimas extracelulares e ruptura da estrutura da parede celular dos microrganismos que
tiver contato (KAMATOU; VERMAAK; VILJOEN, 2012 apud SILVA, 2014), e, assim sendo, a célula
perderd ions e outros componentes intracelulares, especialmente as proteinas, resultando em
morte celular. Beraldo et al. (2013) observou que dleos essenciais como o Eugenol podem ser
aplicados como principio ativo de sanitizantes para inibicdo microbiana em baixas concentracdes.
Esse estudo reforca a indicacdo de que o Eugenol em menores concentracdes ja apresenta
resultados positivos contra microrganismos em geral, tendo inclusive varias aplica¢cdes industriais.

Quanto ao uso do Oxido de Zinco, Nogueira et al. (2017) realizaram um estudo com
nanoparticulas de Oxido de Zinco e comprovaram que este tem eficiéncia antibacteriana contra a
bactéria Escherichia coli na concentragdo a partir de 50mg.L™. O ZOE também é considerado um
material de base adequado para restauracdes de resina composta (HE; PURTON; SWAIN, 2010).

2.2. Piperina

A Piperina, N-[5(1,3-benzodioxola-4-il-1-oxo-penta-2E,4E-dienil)] piperidina (BUTLER, 2008
apud FERREIRA et al., 2012), é uma das principais amidas alcaloides que é encontrada na espécie
Piper nigrum L. popularizada como pimenta-preta ou pimenta-do-reino (BOMTEMPO, 2007;
PISSINATEM, 2006 apud CARNEVALLI, 2013). A planta da familia Piperaceae é do tipo trepadeira,
perene, arbustifera, de origem Indiana (PISSINATE, 2006 apud CARNEVALLI, 2013) e foi introduzida
no Brasil no século XVII por escravos (EMBRAPA, 2004).

Conforme aponta o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), em 2016, o segundo
maior produtor de pimenta-preta no Brasil foi o Espirito Santo, que produziu 12,8 mil toneladas com
rendimento de 1.880kg/hectares (VINHA; LIMA; SECUNDINO, 2017). Segundo a Associacdo dos
Exportadores, o Brasil esta entre os quatro paises que mais produzem e exportam pimenta-do-reino:
em 2016 foram 45 mil toneladas, dado que difere daquele do IBGE, que aponta uma producgdo de
54 mil toneladas (EMBRAPA, 2017). Os estados do Para, Espirito Santo e Bahia sdo, nessa ordem, os
maiores produtores no Brasil.

Entre as diversas atividades bioldgicas da Piperina, destaca-se a agcdo antimicrobiana (REDDY et
al. 2004), anti-inflamatdria (PRADEEP; KUTTAN, 2004) e o aumento na biodisponibilidade de
farmacos (OLIVEIRA; ALENCAR-FILHO; VASCONCELQS, 2014). No estudo realizado por Reddy et al.
(2004), foram encontrados compostos ativos contra Bacillus subtilis, Bacillus sphaericus,
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Staphylococcus aureus (Gram positivas) e Klebsiella aerogenes e Chromobacterium violaceum (Gram
;negativas).

Conforme apontam Pradeep e Kuttan (2004), a Piperina em determinadas concentragdes inibiu
a invasao da matriz de colageno das células de melanoma. E ainda segundo Mueller, Hobiger e
Jungbauer (2010 apud ZARAI et al., 2013), a pimenta-preta estimula a produ¢do de uma citocina
anti-inflamatdria (IL-10). Wang-Sheng et al. (2017), em estudo realizado sobre a atuagdo da Piperina
nas respostas inflamatérias por lipopolissacarideos em micréglia BV2 concluiu que a Piperina é
promissora para o tratamento de doengas neurodegenerativas.

A toxicidade que a substancia pode causar aos organismos é uma das caracteristicas
importantes para a avaliacdo da dosagem do composto. Cardoso et al. (2005), em estudo sobre o
efeito toxico da Piperina isolada da pimenta do reino em camundongos (Mus musculus), verificaram
que a Piperina utilizada na dose de 2,0 mg/kg, via i.p. ndo apresentou efeitos colaterais, alteracdes
macroscépicas ou microscopicas nos 6rgaos e tecidos analisados, com auséncia de toxicidade para
figado e rim.

Ainda sobre toxidade, Ren e Liang (2018), em estudo sobre a acdo anti-inflamatéria da Piperina,
testaram os potenciais efeitos citotdxicos nas células ATDC5 e observaram que 10, 30 e 50ug/ml de
tratamento com Piperina ndo tiveram influéncia significativa na viabilidade das células ATDC5 de
murinos. Quando testados os efeitos imunotoxicoldgicos da Piperina em camundongos Swiss
machos, os resultados indicaram que, para as doses utilizadas (1,12, 2,25 ou 4,5mg/kg), ndo foram
obtidos efeitos tdxicos evidentes e o figado ganhou peso normalmente (DOGRA et al., 2004). Assim,
Gagini et al. (2010) utilizaram a dosagem de 1,12mg/kg, a administraram via oral em ratos para
observar seu efeito contra intoxicacdo por aflatoxinas e observaram que produziu uma queda
notavel nas lesdes hepaticas e inibiu o efeito téxico da aflatoxina nos glébulos brancos, ou seja,
sugere-se que a Piperina é um agente quimico potencial contra a toxicidade das aflatoxinas.

Um teste de micronucleo para avaliar um possivel efeito genoprotetor da Piperina foi realizado
por Selvendiran et al. (2005) com camundongos Swiss. No estudo eles usaram as concentracgdes de
25, 50 e 75mg/kg de Piperina durante cinco dias consecutivos e todas as doses tiveram efeito eficaz
significativo contra a genotoxicidade, inibindo a mutagénese induzida.

3. Metodologia

Como procedimentos metodoldgicos para realizar a prospeccdo tecnoldgica, tém-se:

1. Busca nas bases de patentes da European Patent Office (Espacenet), United States Patent
and Trademark Office (USPTO) e Instituto Nacional da Propriedade Industrial (INPI).

2. Realizacdo de busca avancada por termos.
3. Anadlise dos resultados, criacdo de graficos e tabelas com os dados encontrados.

Nas bases do Espacenet e USPTO, os termos utilizados para a pesquisa foram: ZnO, ZOE, Zinc
Oxide, Eugenol, Oxido de Zinco, Piperina e Piperine. As bases utilizadas d3o a alternativa de
pesquisas booleanas com o uso de conectores légicos. Nos campos de buscas foram inseridos os
seguintes termos: (ZnO or ZOE) and (“zinc oxide-eugenol” or “Zinc Oxide and Eugenol”) para buscar
as patentes que contivessem o composto Oxido de Zinco e Eugenol sem a Piperina. Apds essa busca,
foram inseridos os termos: (((ZnO OR ZOE) AND (“zinc oxide-eugenol” OR “Zinc Oxide and Eugenol”))
AND piperine) para buscar patentes com a adi¢ao de Piperina no composto ZOE.
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Por conseguinte, foi feita a pesquisa pelos termos: piperine e piperine and eugenol, para buscar
patentes com o uso da Piperina e da Piperina com Eugenol. Todas as pesquisas foram feitas
buscando os termos no titulo (title) e no resumo (abstract).

Nas bases do INPI foram pesquisadas as seguintes palavras: “OXIDO DE ZINCO EUGENOL
PIPERINA” na primeira busca e “OXIDO DE ZINCO E EUGENOL” na segunda busca. Os termos foram
buscados no Resumo e contendo todas as palavras.

Ap0s a coleta dos dados e com a utilizagao do aplicativo Excel foi possivel filtrar as patentes por
ano de publicagdo, pais de origem e classificagao internacional de patentes. Os dados de patentes
duplicados foram excluidos. A metodologia esta esquematizada na Figura 1.

Figura 1 — Esquema da metodologia utilizada na pesquisa

e ™
Selecdo das bases de dados de patentes
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tabelas e figuras

A

Fonte: Elaborada pelos autores deste artigo (2019)

A Classificacdo Internacional de Patentes (IPC) utilizada neste estudo é a disponibilizada no site
do INPI, conforme mostra a Figura 2.

Figura 2 — Classificagdo Internacional de Patentes

A SECAO A — NECESSIDADES HUMANAS

B SECAO B — OPERAGOES DE PROCESSAMENTO; TRANSPORTE

c SECAO C— QUIMICA; METALURGIA

D SECAO D — TEXTEIS; PAPEL

SECAO E — CONSTRUCOES FIXAS

F SECAO F— ENGENHARIA MECANICA; ILUMINACAO; AQUECIMENTO; ARMAS; EXPLOSAO

e} SECAO G— FiSICA

CEOCOQCER
m

H SECAO H — ELECTRICIDADE

Fonte: Elaborada pelos autores com base no site do INPI (2019)

4. Resultados e Discussao
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Nos resultados da prospecc¢ado tecnoldgica nas bases da USPTO, ha o seguinte.

Quando os termos buscados foram sobre o composto de Oxido de Zinco e Eugenol, obteve-se
o retorno de 16 patentes. As patentes foram publicadas a partir do ano de 1981 e chegaram até o
ano de 2014, conforme a Figura 3.

Figura 3 — Patentes por ano — USPTO
35
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Fonte: Elaborada pelos autores deste artigo com dados da pesquisa (2019)

Pela base da USPTO, os paises que mais depositaram estdo explicitos na Figura 4. Estados
Unidos da América foi o pais que mais depositou.

Figura 4 — Origem dos depdsitos
12
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. . N I
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Fonte: Elaborada pelos autores deste artigo com dados da pesquisa (2019)

A publicacdo de 1981 tem como titulo: Surgical Cement Composition. Essa publicacdo é
origindria dos Estados Unidos da América e é descrita em seu resumo como um cimento cirurgico
de solucdo aquosa e moldavel, com aplicacdo particular para dentes. Pode-se observar que, por ser
a patente mais antiga, é o documento que d3 inicio a protecdo dos inventos relacionados com o
ZOE.

Os Estados Unidos possuem o maior numero de depdsitos na USPTO e acredita-se que o pais
teve um maior interesse no desenvolvimento de patentes relacionadas ao uso do ZOE, porém, por
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se tratar de um escritério de patentes norte-americano, o nimero por ser influenciado por esse
fator. As patentes encontradas na USPTO sdo particularmente voltadas para a drea da Odontologia.

Quanto a classificagdao das patentes encontradas na pesquisa as bases da USPTO, a Tabela 1
mostra a quantidade de patentes por sua classificagao internacional depositada. Cada patente pode
optar por mais de uma classificagdo a que se enquadra. Nota-se que as duas classificagdes mais
escolhidas foram as relacionadas com necessidades humanas de higiene odontolédgica e médica.

Tabela 1 — Informacdes sobre a classificacdo internacional das patentes encontradas

CuassiFicacAo INTERNACIONAL (IPC) ToTAL
A61K (preparagdes para finalidades médicas, odontoldgicas ou higiénicas) 31
A61C (odontologia; aparelhos ou métodos para higiene oral ou higiene dental) 17

A61P (atividade terapéutica especifica de compostos

quimicos ou preparagdes medicinais) 4
B29C (moldagem ou unido de matérias plasticas) 4
CO8L (composi¢des de compostos macromoleculares) 3
A61L (métodos ou aparelhos para esterilizar materiais ou objetos em geral;
desinfeccdo, esterilizagdo ou desodorizagdo do ar; curativos, etc.) 3
CO9K (materiais para aplicagdes diversas) 2
CuassiFicAcA0 INTERNACIONAL (IPC) ToTAL
CO8K (uso de substancias inorganicas ou organicas nao macromoleculares
como ingredientes de composi¢des) 2
C01B (elementos ndo metalicos) 2
A61B (diagndstico; cirurgia; identificagdo) 1
GO3F (produgao fotomecanica de superficies texturizadas ou estampadas) 1
C08G (compostos macromoleculares obtidos por reagdes) 1
Total Geral 71

Fonte: Elaborada pelos autores deste artigo com dados da pesquisa (2019)

Nas buscas relacionando a Piperina ao Eugenol nas bases da USPTO, foram encontrados 367
resultados, no entanto, quando os termos inseridos nas bases da USPTO relacionaram o ZOE com a
Piperina, ndo foi encontrado nenhum resultado. Observa-se que a quantidade de patentes de Oxido
de Zinco e Eugenol como medicamento para a Odontologia confirma o interesse cientifico na sua
utilizacdo, e que, segundo Mortazavi e Mesbahi (2004), apds 1930, foi bastante utilizado e teve sua
composicao, preparo e indicacdes modificados apds estudos cientificos de seus efeitos.

Quando os termos buscados foram sobre o composto de Oxido de Zinco e Eugenol, obteve-se
o retorno de duas patentes nos resultados encontrados nas bases da ESPACENET, conforme mostra
o Quadro 1. Ambas patentes descritas na Tabela 2 estdo classificadas com finalidade higiénica,
odontoldgica e médica.

Quadro 1 — Patentes encontradas na Espacenet — ZnO e Eugenol
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PAfs DA PATENTE Curassiricacio IPC Ano

A61K (Preparagdes para finalidades médicas,

China odontoldgicas ou higiénicas)

2018

A61K (PreparacgGes para finalidades médicas,

Alemanha odontoldgicas ou higiénicas)

1992

Fonte: Elaborado pelos autores deste artigo com dados da pesquisa (2019)

A patente da Alemanha é descrita como sendo uma formulacio do cimento de Oxido de Zinco
e Eugenol com melhorias de resisténcia a pressao, tempo de endurecimento melhorado e menor
solubilidade em agua. Pode-se observar que essa patente buscava melhorar os efeitos desse
cimento para que fosse mais adequado para o uso odontoldgico. Logo apds, a patente da China
descreve uma pasta que promete efeitos melhores que o cimento de ZOE. A invencao relata que a
pasta é composta por: Oxido de Zinco e Quelato de 6leo de cravo, lodoférmio e Hidréxido de Célcio.

Quando relacionados os termos “eugenol e piperina”, encontraram-se 12 patentes (Figura 5),
incluindo uma depositada na World Intellectual Property Organization (WIPO). Os depdsitos
relacionados com a WIPO sdo patentes que foram depositadas diretamente no 6rgdo, que possui
abrangéncia mundial. Essas patentes sdo descritas como produtos antibacterianos utilizados de
maneiras diversas e descrevem as substancias como botanicas, visto serem substancias derivadas
de plantas.

Algumas patentes relacionadas com Piperina e Eugenol possuem a descricdo de fungicidas.
Nota-se que a utilizacdo da Piperina para controle bioldgico é evidente na literatura e também nas
patentes encontradas na pesquisa. Esse interesse vai ao encontro do relatado por Reddy et al. (2004)
sobre acdo antimicrobiana; e por Pradeep e Kuttan (2004) sobre acdo anti-inflamatdria e aumento
na biodisponibilidade de fadrmacos, conforme relata Oliveira, Alencar-Filho e Vasconcelos (2014).

Os paises proprietarios das patentes (Eugenol e Piperina) estdo descritos na Figura 5. Nota-se
gue a China é a grande detentora das patentes.

Figura 5 — Patentes de Piperina e Eugenol depositadas por pais: Espacenet

~J

China apdo Reino Unido WIPO

QO = N W B UM

Fonte: Elaborada pelos autores deste artigo com dados da pesquisa (2019)

A Tabela 2 mostra as classificacdes mais frequentes das patentes buscadas sobre Piperina e
Eugenol. Observa-se que a maioria esta relacionada com odontologia, medicina e higiene, sendo
gue as patentes podem ser alocadas em mais de uma classificacao.
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Tabela 2 — Maior frequéncia de classificacdes das patentes

CurassiFicacio IPC ToTAL

A61K (preparagGes para finalidades médicas, odontoldgicas ou higiénicas) 19

AO1N (conservagdo de corpos de seres humanos ou animais ou plantas) 15

A61P (atividade terapéutica especifica de compostos quimicos ou preparagdes medicinais) 8

Fonte: Elaborada pelos autores com dados da pesquisa (2019)

Na Figura 6 estdo as publicacdes por ano. Em 1956 foi feito o primeiro registro encontrado na
base em questdo. Nota-se que, apds o ano 2010, existe a maior concentracdo de patentes sobre
Piperina e Eugenol. Esse aumento pode estar relacionado com alguma descoberta cientifica ou com
o vencimento de alguma patente relacionada. Quando se buscou pelo composto ZOE com a
Piperina, nenhum resultado foi encontrado.

Conforme abordado no estudo, o potencial da Piperina como agente curativo é evidenciado
pelo alto nimero de patentes depositadas sobre esse produto. Nota-se que, na literatura, a Piperina
é descrita como um agente potencializador de medicamentos, agindo na biodisponibilidade de
farmacos (OLIVEIRA; ALENCAR-FILHO; VASCONCELQS, 2014), o que se tornou interessante para o
prosseguimento de novos estudos. Conforme evidenciado nessa prospeccdao, como ha pouca
exploracdo do tema abordado, estd sendo feito um estudo da criacdo de um farmaco com a
utilizacdo da Piperina. A prospeccao foi favoravel como etapa inicial de novas pesquisas, dando um
amplo espectro para prosseguimento de estudos relacionados.

Figura 6 — Publica¢bes de patentes por ano: Piperina e Eugenol
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Fonte: Elaborada pelos autores deste artigo com dados da pesquisa (2019)

Nas bases do Instituto Nacional da Propriedade Industrial (INPl) ndo foram encontrados
compostos com o relacionamento de ZOE e Piperina. Porém, foram encontradas patentes sobre
Oxido de Zinco e Eugenol (3 patentes/A61K-A61C), ambas com classificacdo para: preparacdes para
finalidades médicas, odontoldgicas ou higiénicas e/ou odontologia; aparelhos ou métodos para
higiene oral ou higiene dental; e patente de Eugenol e Piperina (1 patente/A23K-produtos
alimenticios preparados para animais).
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5. Consideragoes Finais

Os resultados mostraram que a inovacdao proposta na pesquisa em andamento ainda é de
conhecimento restrito. A pesquisa mostrou que as patentes com uso do Oxido de Zinco, Eugenol e
Piperina, em outras circunstancias que nao a abordada pela pesquisa, sdo muito encontradas nas
bases de patentes. A maior frequéncia de classificacdo é aquela relacionada com odontologia,
medicina e higiene. Estdo relacionadas, em sua maioria, com necessidades humanas, conforme
aponta a Classificacdo Internacional de Patentes. A classificagdo A61K é relacionada com curativos
e substancias para uso cirurgico.

Também n3o foram encontradas patentes que utilizem o Oxido de Zinco e Eugenol com a adicio
da Piperina. Isso mostra que embora reconhecidos os aspectos curativos das substancias, o tema da
pesquisa ainda é um campo pouco explorado, resultando na possibilidade de criagdo de um produto
relativamente novo no mercado. Pode-se concluir nas buscas de patentes que o uso da Piperina é
amplo e frequente, no entanto, na combinagcdo com o ZOE, encontrou-se uma oportunidade de
inovar com o desenvolvimento de pesquisas especificas para compreender a viabilidade dessa nova
composigao.
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extrato, conforme nova proposta da Capes para classificagcéo.

INFLUENCIA DA ADICAO DE PIPERINA NA ACAO ANTIMICROBIANA DO ZOE:
ZOE/PIPERINA UMA NOVA PROPOSTA DE CIMENTO ODONTOLOGICO.
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RESUMO

A piperina é a principal amida alcaloide extraida das sementes de Piper ningrum L.,
(pimenta-preta) e apresenta propriedades bioldgicas do tipo: antimicrobiana, anti-
inflamatdria, biodisponibilidade de farmacos. Oxido de Zinco-Eugenol (ZOE) juntos,
constituem os conhecidos cimentos a base de 6xido de zinco e eugenol, amplamente
utilizados na odontologia como curativo temporario. Esse estudo teve como objetivo
verificar a acdo antimicrobiana da composicéo a partir de Piperina e ZOE (ZOE/PIP).
Para determinar a atividade antimicrobiana, utilizou-se o método de difusdo em agar
com perfuracéo de pocos considerando o crescimento de halo de inibicdo o indicativo
de atividade bactericida ou fungicida. Utilizou-se aliquotas de 20 pyL de solugbes
PIP/ZOE com diferentes porcentagens de piperina: 4, 5, 10 e 20%. As cepas de
referéncias utilizadas foram Staphylococcus aureus ATCC 6538 Streptococcus
mutans ATCC 25175, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853, Enterococcus faecalis ATCC 29212 e Candida albicans ATCC 10231. A
concentracdo de piperina 4% apresentou os maiores halos de inibicdo quando
testadas com as cepas S. aureus (26 mm), E. coli (24 mm), P. aeruginosa (29 mm) e
Candida albicans (20 mm). O aumento da concentragao de piperina na composi¢ao
nao influenciou os tamanhos dos halos de inibicdo, exceto para o S. mutans que
formou halo de 15 mm na composi¢cao com 5% de piperina e Enterococcus que formou
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halos de 14 mm com 5 e 20% de piperina. Sem piperina os melhores resultados de
tamanho do halo de inibicdo para ZOE foram 15,5 mm para o S. aureus, 15,4 mm para
E. coli e 15,1 mm para P. aeruginosa além da Céandida albicans que formou halo de
15 mm. A composicao PIP/ZOE mostrou-se eficiente, em suas diferentes proporcoes,
no combate a microrganismos mais resistentes (S. aureus), € noS microrganismos
mais comuns na cavidade oral (S. mutans, C. albicans).

Palavras-chave: Piperina. ZOE. Antimicrobiano.

ABSTRACT

Piperine is the main alkaloid amide extracted from the seeds of Piper ningrum L., (black
pepper) and has biological properties of the type: antimicrobial, anti-inflammatory,
bioavailability of drugs. Zinc-Eugenol Oxide (ZOE) together, constitute the well-known
cements based on zinc oxide and eugenol, widely used in dentistry as a temporary
dressing. This study aimed to verify the antimicrobial action of the composition from
Piperine and ZOE (ZOE/PIP). To determine the antimicrobial activity, the agar diffusion
method with well drilling was used considering the growth of the inhibition halo,
indicative of bactericidal or fungicidal activity. Aliquots of 20 uL of PIP / ZOE solutions
with different percentages of piperine were used: 4, 5, 10 and 20%. The reference
strains used were Staphylococcus aureus ATCC 6538 Streptococcus mutans ATCC
25175, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Enterococcus faecalis ATCC 29212 and Candida albicans ATCC 10231. The
concentration of piperine with 4% showed the highest inhibition concentration the
strains S. aureus (26 mm), E. coli (24 mm), P. aeruginosa (29 mm) and Candida
albicans (20 mm). 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. Without piperine, the best results for the size of the
inhibition zone for ZOE were 15,5 mm for S. aureus, 15,4 mm for E. coli and 15,1 mm
for P. aeruginosa in addition to Candida albicans, which formed a 15 mm. The PIP /
ZOE 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. ZOE. Antimicrobial.
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INTRODUCAO

O uso de substancias extraidas de plantas para combater doencas causadas
por microrganismos tem sido cada vez mais importante a medida em que o0s
antibioticos 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 e SILVA, 2010), a piperina é a substancia responsavel pelo sabor
picante da pimenta-do-reino. E a mais abundante e uma das principais amidas
alcaldides 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 (EMBRAPA, 2004). Segundo a Associacdo dos exportadores, 0
Brasil esta entre 0os quatro paises que mais produzem e exportam pimenta-do-reino,
em 2016 foram 45 mil toneladas, dado que difere do IBGE que aponta uma producao
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 et al. 1996), antipirética, analgésica, anti-inflamatoria
(LEE et al. 1984; MUJUNDAR et al. 1990; STOHR et al. 2001 apud CARDOSO, 2005),
prolonga a acdo de certas drogas no organismo, por inibicdo do metabolismo das
mesmas a nivel hepatico (ATAL et al. 1985; BANO et al. 1991; SHOBA et al. 1998;
KARAN et al., 1999), antiparasitaria (KAPIL, 1993; GHOSHAL et al, 1996; RIBEIRO
et al. 2004), antimicrobiana (REDDY et al. 2004) e biodisponibilidade de farmacos
(CHAUDHRY e TARIQ, 2006; KHAN et al. 2010; SIMAS et al. 2007 apud
CARNEVALLI, 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 desinflamacéo de dentes careados e foi recomendada
desde 1930 por Sweet, sendo bastante utilizado especialmente desde de meados da
década de 1980 (Mortazavi & Mesbahi, 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
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contaminantes durante o tratamento (HUM, 1986; MERYON, JOHNSON, SMITH,
1988; TROWBRIDGE, EDWALL, PANOPOULOQOS, 1982; TAI et al, 2002; JUN et al,
2017).

O cimento formado por Oxido de Zinco e Eugenol atende os requisitos bioldgicos
(biocompatibilidade), fisicos (resisténcia mecanica baixa) e facil manipulacdo (SOUZA
et al.,, 2000) necessarios para que um cimento provisorio seja considerado de
qualidade e por isso € comumente utilizado para fixacao provisoria 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 caries dentaria, indicando que o material tem potencial
para prevencao de caries secundarias (LI et al, 2008 apud MOURA, RABELLO,
PEREIRA, 2013).

O objetivo do presente estudo foi de verificar a agdo antimicrobiana da Piperina
(PIP) incorporada ao ZOE (Oxido de Zinco e Eugenol), frente as principais cepas de
microrganismos encontrados na cavidade bucal. Os ensaios de avaliacdo
antimicrobiana da formulacdo ZOE/PIP aconteceram pelo método de difusdo em agar

com perfuracéo de pogos com diferentes concentracdes de PIP

Justifica-se a aplicacéo desse estudo pela necessidade de desenvolver novas
alternativas para a criagdo de medicamentos de larga utilizacéo, como opc¢éao viavel e
mais eficaz aos medicamentos ja existentes. Para tanto, utilizou-se a piperina com o
intuito de potencializar a acdo do ZOE. A escolha baseou-se nos aspectos descritos
na literatura para a piperina, em que relatam-se suas caracteristicas potencializadora

de farmacos e por ser uma substancia antimicrobiana.

METODOLOGIA

2.1 Manipulagéo para producéo do ZOE/PIP

As manipulacdes necessarias para produzir a formulacdo ZOE/PIP a partir do
oxido de zinco, eugenol e piperina foram realizadas durante o Estagio Obrigatério do
Mestrado Profissional em Biotecnologia em Saude Humana e Animal (MPBiotec), na
sede da Farmacia de manipulacdo Med Pharma em Floriano — PI. A Piperina foi
misturada ao ZOE em diferentes proporcoes: 4, 5, 10 e 20% denominadas P1, P2, P3

e P4, respectivamente. A formulacao foi definida tomando por base as proporgoes
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utilizadas para o preparo na rotina de atendimento em consultério odontolégico, ou

seja, as indicacdes dos fabricantes.

Em geral o kit de cimento a base de 6xido de zinco e eugenol acompanha uma
colher dosadora para medida do p6 (ZnO) e o eugenol vem em frasco com conta-
gotas. Tomando por base a proporcado 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 formulacao utilizadas nesse estudo.

Tabela 1: Valores utilizados nas formulagdes do ZOE (amostra sem
piperina) e ZOE/PIP (P1, P2, P3 e P4 com 4, 5, 10 e 20% de PIP, respectivamente).

Formulacéao Porcentagem na mistura (%)
Zn0O Eugenol Piperina

ZOE 57,15 42,85 -

P1 54,87 41,13

P2 54,28 40,72 5

P3 51,43 38,57 10

P4 45,72 34,28 20

Fonte: dados da pesquisa (2019)

Com os valores das proporcdes de cada item, calculou-se a massa necessaria
para o preparo de 20 mg de cada amostra a ser analisada (ZOE, P1, P2, P3 e P4),

respectivamente.

Durante o preparo utilizou-se balanca analitica, espatulas, vidro de relégio,
placas de Petri, capela de fluxo laminar. Todo material utilizado foi devidamente
esterilizado e preparando em ambiente asséptico, conforme preconiza as boas

praticas de fabricacéo, para evitar possiveis contaminacdes das matérias-primas.

2.2 Andlise da atividade antimicrobiana

Em placas de Petri, foi vertido o meio de cultura agar TSA preparado conforme
indicacdes do fabricante. Apos solidificado o meio realizou-se a técnica de perfuracao

com o uso de um perfurador em cilindro de inox devidamente esterilizado medindo 5
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mm de diametro para formacédo de pocos onde, posteriormente, depositou-se o
composto a ser analisado.

Utilizou-se aliquotas de 20 pL da solucdo de ZOE/PIP ou ZOE. Os pocos foram
cobertos por 8 mL de meio de cultura semi-sélido (TSB com 0,8% de agar-agar) com
100 pL da bactéria na concentracdo 108 UFC/mL, padrdo de McFarland a 0,5. O
sistema foi incubado por 24-48 h em 35 °C + 2 para cepas bacterianas e 25 °C * 2
para a levedura. Como controle positivo utilizou-seo meio de cultura sem a presenca
do agente antimicrobiano. Nao foi realizado controle negativo visto que nao existe
consenso na literatura quanto ao material ideal para obturacédo de canais de dentes
deciduos (Smail-Faugeron et al., 2014). Utilizou-se o ZOE sem adi¢éo de piperina
para ser o paramentro comparativo da atividade antimicrobiana influenciada pela
adicao da piperina ha composicao. Os experimentos foram realizados em triplicatas e

0s resultados apresentados como média dos trés valores obtidos.

A Concentracdo Minima Inibitéria (CMI) foi considerada aquela concentracédo
do composto capaz de desenvolver halo de inibicdo do crescimento microbiano maior
ou igual a 10 mm de diametro. Apds o periodo de incubacao, os didametros das zonas
de inibicdo foram mensurados com paquimetro e calculou-se a média dos diametros

formados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O método de difusao € 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 solido
e inoculado com um tipo de microrganismo; este que foi escolhido como técnica para
alcancar a andlise microbioldgica. Com a difusdo aparece um halo, no qual ndo existe
0 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 ZOE/PIP foi avaliada contra cepas

Gram-positivas e Gram-negativas para a determinacdo dos valores de CIM. O
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composto analisado em diferentes concentragées apresentou variagao 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 ZOE, P1, P2, P3 e P4.

Tabela 2 — Medida dos halos de inibicdo de crescimento microbiano para as 6 cepas

testadas, em presenca de ZOE, P1, P2, P3 ou P4 (média das triplicatas em mm).

Cepas

I 2 A 5 0 =0

= c = o c o o2

3 @ = = Q o L3

s < 2 > 5 > o

> @ o o

3 > 2

(7]
Medida do halo de inibicdo (mm)

ZOE 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(+2,00 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)

Fonte: Elaborado pelo autor com dados da pesquisa (2020). Valores entre parénteses =
valor do halo do experimento com P1,2,3 ou P4 - valor do halo do experimento com ZOE.

Todos os experimentos com aplicacdo de alguma formulagcdo com piperina
(Formulacao, Pn, n=1-4) foram comparados com o resultado dos experimentos com
aplicacdo do ZOE. 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
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nas formulacgdes, 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 resultado de halo de inibigdo para S. aureus e P.
aeruginosas, e uma diferenca de +0,1 mm em relacdo ao resultado com ZOE puro,
nos testes com Enterococcus. Na Figura 1 sdo apresentadas imagens dos
experimentos de Teste de difusdo de &gar para as 6 cepas testadas em presenca de
ZOE puro (A) e P1 (B), respectivamente.

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

(A) Experimentos com ZOE (B) Experimentos com P1

ans

Fonte: Elaborado pelo autor com dados da pesquisa (2020).

Evidenciou-se que o aumento da concentragdo de piperina na formulacdo nao
contribuiu para um aumento na formacé&o dos halos de inibicdo (Tabela 2). No entanto,
vale ressaltar que com o aumento da proporcéo de piperina no composto néo levou a
perda excessiva do efeito evidenciado na formacdo do halo. E nos experimentos com
a cepa S. mutans e a formulacdo P4, observou-se maior halo de inibicdo médio

guando comparados ao resultado com ZOE puro, +1,4 mm.

A garantia de sucesso nos tratamentos endodénticos esta diretamente
associado a eliminacao dos microrganismos nos canais radiculares infectados, sendo
assim propde-se a adicdo de piperina, o principal alcaléide da espécie Piper nigrum
L. (CARNEVALLI, 2013; BONTEMPO, 2007), ao cimento de 6xido de zinco e eugenol
(ZOE) para potencializar a acao antimicrobiana, ja conferida pelo eugenol, e também
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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 sao eficazes contra cerca de 176 espécies de
bactérias que sdo encontradas na cavidade bucal (Chaudhry e Tarig (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 insatisfatorios,
tendo em vista que o valor minimo deveria ser de 10,0 mm (Zarai et al., (2013).
Comparando com o experimento realizado com a piperina adicionada ao ZOE, as
cepas citadas apresentaram melhores valores na formulacéo P1.

O resultado encontrado com o ZOE puro sobre o S. mutans nesse estudo nao
foi satisfatério com halo de inibicdo 9,5 mm. No entanto quando adicionado a piperina
na composi¢ao 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 carie dentaria (LEITES et al.,
2006).

Apesar de apresentar halo de inibi¢cdo de 9,5 mm, é importante ressaltar que a
literatura destaca do uso do ZOE como principal cimento utilizado na odontologia. Por
exemplo, BOECKH et al., 2002 mostrou que o ZOE apresenta o melhor resultado
frente ao S. mutans comparando com outros materiais restauradores. No entanto, as
limitacdes do uso apenas do ZOE também séo abordadas, Freitas, et al. (2008) que
ao testar, entre outros, o cimento a base de oxido de zinco e eugenol imediatamente
apos a polimerizacéo (t0) e apos 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.

CONCLUSAO

Na literatura vigente discute-se a importancia do ZOE na ac¢do antimicrobiana

da cavidade bucal, a mistura do ZnO com eugenol gera um cimento odontolégico de
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facil manipulagédo e extremamente bem aceito como principal material de tratamento
e restauracdo provisoria de dentes (VAGULA et al., 2010; RODRIGUES e SILVA,
2010; MOURA, RABELLO, PEREIRA, 2013; SILVA, 2014; NOGUEIRA et al., 2017).
Porém, existe um estimulo ao avanco das pesquisas ja que, para alguma bactérias

como S. Mutans, sua acao nao é satisfatéria.

O mecanismo de agdo desta mistura ainda ndo est4 completamente elucidado,
mesmo em se tratando do mecanismo de acdo antimicrobiana apenas do eugenol,
gue é de Oleo essencial ja conheciso (BARBOSA, 2010). O que abre espaco para
testes de moléculas com antecedentes de a¢cdo microbiana em outros tipos de estudo;

como a piperina.

ApoOs os estudos desenvolvidos e apresentados neste artigo, pode-se concluir
gue que a composicdo ZOE/PIP mostrou-se eficiente no combate a microrganismos
existentes na cavidade bucal. Em comparagcédo com outros estudos apresentados na
literatura, a formulacdo do ZOE com piperina mostrou-se equivalente para algumas
culturas e superior em outras, e guarda entre si uma dependéncia em relacdo a

guantidade de piperina. Concluindo-se que 4% desta amida alcaloide.

Portanto, como a piperina € um produto natura atéxico, a composi¢ao
ZOE/PIP(4%) pode ser utilizada como cimento odontoldgico de restauracao provisoria
com maior eficiéncia que o ZOE.
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