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RESUMO

Psidium guineense Swartz, um arbusto de aproximadamente 2,5 m de altura é popularmente
conhecido como aragd. Este vegetal é utilizado como planta medicinal no interior do Brasil,
para o tratamento de doencgas do trato urinario e do trato gastrointestinal. Entretanto, ¢ pouco
estudada quanto a sua composicdo quimica, propriedades antimicrobianas e de
biocompatibilidade. O presente trabalho teve como objetivo analisar o perfil fitoquimico, a
composi¢do dos extratos éter de petroleo, acetato de etila, metandlico e aquoso, obtidos das
folhas de P. guineense, determinar a atividade antimicrobiana destes extratos e avaliar in vivo
a compatibilidade bioldgica do extrato aquoso de P. guineense com o tecido conjuntivo
subcutaneo, hepatico e renal. A analise fitoquimica foi realizada por cromatografia em
camada delgada para a pesquisa de metabolitos secundérios. A atividade antimicrobiana foi
avaliada sobre 48 microrganismos incluindo cocos Gram-positivos (n=18), bacilos Gram-
negativos (n=20), e levedura do género Candida (n=10). Para a determinacdo da
Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) foi utilizada a técnica de micro-dilui¢do em meio
liquido. Nos ensaios de biocompatibilidade, inje¢des subcutidneas do extrato aquoso de P.
guineense de concentracdo 0,4 mg/mL (dose: 1,3mg/kg) foram administradas a 24 ratos
(Rattus novergicus, albino Wistar) divididos em quatro grupos. Apos 7, 14, 28 e 32 dias desta
administracdo, o tecido subcutaneo circunjacente a injecdo foi retirado fixado em formalina
tamponada a 10% (pH=7,0) e realizados os procedimentos histoldgicos para posterior analise
microscopica. A analise fitoquimica revelou a presenca de mono e sesquiterpenos nos extratos
éter de petroleo e acetato de etila; flavonoides nos extratos acetato de etila, metanolico e
aquoso; triterpenos e esterdides no extrato éter de petroleo; agucares nos extratos metanolico e
aquoso; proantocianidinas e leucoantocianidinas condensadas nos extratos metanolico e
aquoso; ¢ taninos hidrolisaveis no aquoso. Todos os extratos ensaiados apresentam atividade
antimicrobiana, sendo esta superior para cocos Gram-positivos. O género Staphylococcus foi
o mais sensivel a ac¢do destes extratos cuja média geométrica da concentracdo inibitoria
minima foi de 0,16; 0,21; 0,35 e 0,25 para o extrato aquoso, metandlico, acetato de etila e éter
de petréleo respectivamente. As estruturas celulares do tecido analisado apresentaram suas
caracteristicas bem conservadas sem nenhuma alteragdo morfoldégica nos grupos
experimentais. Os resultados obtidos neste trabalho corroboram as folhas P. guineense Swartz
como promissora fonte para o desenvolvimento de medicamentos.

Palavras-chave: Psidium guineense, composicdo quimica, atividade antimicrobiana,
biocompatibilidade.



ABSTRACT

Psidium guineense Swartz, a shrub 2,5 m height approximately is known popularly as araga.
This plant is used as medicinal plant in Brazil for treatment of diarrheic and urinary tract
diseases. However, there’re not enough studies related to chemical composition, antimicrobial
properties and biocompatibility of P. guineense extracts. This study was designed to examine
the chemical composition of petroleum ether, ethyl acetate, methanol and water extract
obtained of Psidium guineense leaves; antimicrobial activities of these extracts and evaluation
in vivo the biological compatibility of water extract with subcutaneous tissue. The chemical
composition was realized by TLC (Thin Layer Chromatography) to search secondary
metabolites. The antimicrobial activity was investigated about 48 microorganisms including
Gram-positive cocci (n=18), Gram-negative bacilli (n=20) and Candida yeast (n=10). The
Minimum Inhibitory Concentration (MIC) was determined by broth microdilution method. In
vivo biocompatibility assays, Psidium guineense water extracts concentration 0,4 mg/mL
(dosage: 1,3mg/Kg) were subcutaneously injected in 24 rats (Rattus novergicus, albino
Wistar) divided in 4 groups. After 7, 14, 28 and 32 days of that injection, the subcutaneous
surrounding tissue slices were taken and fixed in 10% tamponed formaldehyde (pH=7,0) and
after blocked in paraffin to realize the histological proceedings to microscopic analysis. The
phytochemical screening indicated the presence of mono and sesquiterpenes in petroleum
ether extract; flavonoids in ethyl acetate, methanol and water extracts; triterpenes and
esteroids in petroleum ether; sugars; proanthocyanidins and leucoanthocyanidins in methanol
and water extracts; and hydrolysable tannins in water extract. All of those P. guineense
extracts showed antimicrobial activity, being better against Gram-positive cocci.
Staphylococcus genus was the most susceptible with geometric media CIM was 0,16; 0,21;
0,35 e 0,25 for the water, methanol, ethyl acetate and petroleum ether extracts respectively.
The subcutaneous tissue and cellular structures showed their characteristics well conserved
with any morphological modification in any experimental groups. The results obtained in this
research endorse the popular use of P. guineense leaves as a promising source to developing
medicaments.

Key-words:  Psidium  guineense, chemical composition; antimicrobial activity,
biocompatibility.
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1. INTRODUCAO

O emprego de plantas para uso medicinal representou, durante séculos, a Unica fonte
de agentes terapé€uticos para o homem. Elas sdo freqlientemente utilizadas como agentes
antiinflamatdrios e no tratamento de infec¢des microbianas (APEL et al. 2006, CALIXTO et
al, 2000, SILVEIRA et al, 2007).

A procura por tratamentos fitoterapicos por parte da populacdo apresenta um notavel
crescimento, o que torna indispensavel uma investigag¢do cientifica das plantas utilizadas na
cura e prevencao de doencas (NEWALL et al. 1996).

A familia Myrtaceae ocorre na Mata Atlantica com mais de 50 espécies, de arbustos e
arvores verdes durante todo o ano e cujas folhas opostas, com nervuras marginais sio
freqlientes nesta familia, bem representada na Australia, no Leste Asiatico e nas Américas
(PEIXOTO & GENTRY 1990; BARROSO & PERON 1994; LANDRUM & KAWASAKI
1997; TABARELLI & MANTOVANI 1999; TYLER, 1999; OLIVEIRA FILHO & FONTES
2000, GUILHERME ef al. 2004). O género Psidium possui mais de 150 espécies e
aproximadamente 15 espécies sdo nativas da América Tropical (COSTA 2003).

Aragazeiro ¢ o nome genérico dado a varias espécies de mirtaceas fruteiras do género
Psidium com ampla disseminacdo no Brasil. De uma maneira geral estdo distribuidos em
quase todos os estados do pais, existindo relatos de varias espécies que ocorrem do Rio
Grande do Sul até a Amazodnia. Psidium guineense ¢ de origem sul-americana e apresenta uma
ampla area de dispersio (BRANDAO et al., 2002).

No Brasil, esta planta encontra-se desde a Regido Norte até a Regido Sudeste. No
Nordeste, ocorre nas regides do litoral e zona da mata, principalmente nos tabuleiros
costeiros. E um arbusto de 2 a 2,5 m de altura, caule de 1,5 cm de comprimento; frutos
globosos, apresentam coloracdo verde clara a amarelo-verdosos com gosto acido (ANDRADE
LIMA, 1957; PIO-CORREA, 1978; MATTOS, 1993; DEMATTE, 1997).

A espécie guineense ¢é utilizada como planta medicinal no interior do Brasil. Na forma
de decocto das suas raizes ¢ usado para o tratamento de doencas do trato urindrio e
gastrintestinal. E utilizada na Costa Rica para o tratamento de varizes e tlceras nas pernas.
Cha das folhas ¢ usado para resfriados e bronquites (CHAVARRIA et al, 1998; AKERELE ,
1991; GONZALEZ et al, 2005).

Diante da escassez de estudos cientificos que informem o potencial terapéutico de P.

guineense Swartz, ¢ de fundamental importancia a realizacdo de trabalhos que avaliem a
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atividade antimicrobiana bem como seus componentes quimicos. Além disso, testes de
biocompatibilidade sdo necessarios para que futuramente possa ser este extrato veiculado em

formulagdes para uso medicinal humano ou veterinario.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Consideracdes Gerais Sobre a Fitoterapia

O homem busca na natureza, desde os tempos antigos, recursos que melhorem sua
condi¢do de vida para, assim, aumentar suas chances de sobrevivéncia pela melhoria de sua
saude. Em todas as €pocas e culturas, ele aprendeu a tirar proveito dos recursos naturais locais
(Organizagdo das Nacdes Unidas para a Educacdo, a Ciéncia e a Cultura, 1996).

As propriedades anti-sépticas das plantas sdo as mais conhecidas, sendo mencionadas
na Biblia e evidenciadas no processo de embalsamento durante a arte de mumificag@o pelos
antigos egipcios (CALIXTO et al, 2001; APEL et al. 2006; SILVEIRA ef al, 2007).

Com o desenvolvimento da quimica farmacéutica, as plantas passaram a representar
a primeira fonte de substincias para o desenvolvimento de medicamentos. A medida que os
progressos da quimica se impunham, suas substdncias ativas puderam ser isoladas e,
finalmente usadas como prototipos de moléculas sinteticamente elaboradas, as quais possuiam
atividade ainda maior (CALIXTO et al, 2001; APEL et al, 2006; SILVEIRA et al, 2007).

Existem ainda hoje, muitas comunidades e grupos étnicos, principalmente aqueles
com condi¢des socio-econdOmicas menos favorecidas, que utilizam plantas medicinais como
principal, e muitas vezes, Unico recurso para a cura de seus males (CAETANO et al., 2002;
MACIEL et al., 2002.)

De acordo com dados da Organizagdo Mundial de Saude (OMS) cerca de 60 a 80 % da
populagdo mundial ndo tem acesso ao atendimento primario de saude e recorre a medicina
tradicional, especialmente as plantas medicinais, na procura de alivio para muitas doencas. A
propria OMS ndo s6 reconhece como também estimula o uso de plantas medicinais pela
populagdo de paises subdesenvolvidos e em via de desenvolvimento (CALIXTO et al, 2001;
SILVEIRA et al, 2007).

O uso de fitoterapicos com finalidade profilatica, curativa, paliativa ou com fins de
diagnostico passou a ser oficialmente reconhecido pela OMS em 1978, quando recomendou a
difusdo mundial dos conhecimentos necessarios para a sua utilizagdo. E sabido que 85% dos
80% da populacdo mundial que recorre a Medicina Tradicional utilizam plantas ou
preparagdes a base de vegetais. Ressalte-se ai que 67% das espécies vegetais medicinais do
mundo sdo originadas dos paises em desenvolvimento (ALONSO, 1998; Ministério da Saude,

2006).
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Com a expansdo das praticas da medicina tradicional na ultima década do século
passado, essas praticas passaram a ser incentivadas tanto por profissionais que atuam na rede
basica de saude dos paises em desenvolvimento, como por aqueles que trabalham onde a
medicina convencional ¢ predominante no sistema de saude local. Neste sentido, a OMS tem
elaborado uma série de resolugdes com objetivo de considerar o valor potencial da medicina
ndo-convencional em seu conjunto para a expansido dos servicos de saude regionais (MS,
2006).

De fato, os produtos naturais estdo envolvidos no desenvolvimento de 44% de todas
as novas drogas (HOSTETTMANN; QUEIROZ; VIEIRA, 2003). Em algumas areas, como
aquelas que envolvem doengas como o cancer e doengas infecciosas, em torno de 60% das
drogas sdo de origem natural (NEWMAN; CRAGG; SNADER, 2003).

A importancia de se estudar plantas medicinais pode ter trés implicacdes distintas:
resgatar o patrimonio cultural tradicional, assegurando a sobrevivéncia e perpetuacdo do
mesmo; otimizar os usos populares correntes, desenvolvendo preparados terapéuticos
(remédios caseiros) de baixo custo e organizar os conhecimentos tradicionais de maneira a
utilizd-los em processos e desenvolvimento tecnologico (AMOROZO, 1996;
ELISABETSKY, 2001).

E de se presumir que com o prosseguimento das pesquisas, centenas de principios
ativos, extraidos de plantas, irdo enriquecer o arsenal terapéutico disponivel, além de
estimular os profissionais da quimica a sintetizarem protdtipos ou andlogos bioativos
(KOROLKOVAS, 1996).

A busca por medicamentos a partir de espécies vegetais ¢ iniciada pela decisdo de
qual espécie serd pesquisada. Tal decisdo pode ser baseada no conhecimento antecipado de
efeitos terapéuticos (pesquisa etnobotdnica — utiliza o conhecimento pré-existente nas
comunidades nativas), por acesso a bancos de moléculas disponiveis ou por pesquisa aleatoria
(em espécies existentes e disponiveis em local previamente escolhido) (MARINHO 2008).

De acordo com Newman (2003) 23% das 1.031 novas moléculas introduzidas no
mercado entre 1981-2002 sdo oriundas de fontes naturais, 10% sintetizados a partir de
moléculas naturais identificadas e 5% derivados de fontes naturais sem alteragdes.

Para que os fitoterapicos venham a ocupar o lugar de destaque na pratica médica ¢
necessario realizar estudos cientificamente embasados incluindo a avaliagdo de sua
toxicidade, biocompatibilidade, interacdes com outras drogas, reagdes alérgicas e reacdes

idiossincrasicas (BENSOUSSAN; MYERS; CALTON, 2000). Os pacientes precisam
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entender que plantas medicinais contém principios ativos, os quais ndo tém apenas tal
potencial benéfico, podendo provocar, isoladamente ou interagindo com outras substancias,
reacdes toxicas (O’HARA et al., 1998; CALIXTO, 2000).

Metodologicamente os estudos sobre propriedades curativas de plantas medicinais
sdo particularmente complexos, uma vez que algumas plantas com atividades terapéuticas
reconhecidas cientificamente, ndo apresentam a mesma atividade em qualquer das fragdes de
seus extratos. Isto provavelmente ocorre devido a complexa rede de sinergismos entre as
diversas substancias que compde a planta em si e conferem o determinado poder curativo

(VASCONCELOS et al., 2002).

2.2. A Fitoterapia no Brasil

No Brasil, o surgimento de uma medicina popular com uso das plantas, deve-se aos
indios, com contribuicdes dos negros e europeus. Na época em que era colonia de Portugal, os
médicos restringiam-se as metropoles e na zona rural e/ou suburbana a populacdo recorria ao
uso das ervas medicinais. A construcdo desta terapia alternativa surgiu da articulagdo dos
conhecimentos dos indigenas, jesuitas e fazendeiros. Este processo de miscigenagdo gerou
uma diversificada bagagem de usos para as plantas e seus aspectos medicinais, que
sobreviveram de modo marginal até a atualidade (ARAUJO, 1979).

Recentemente, ha registros de um acréscimo significativo na utilizagdo de
fitoterapicos pela populagdo brasileira. Este crescimento pode ser explicado pelos avangos
ocorridos na area cientifica que permitiram o desenvolvimento de fitoterapicos mais seguros e
eficazes, assim como de uma forte tendéncia de procura, pela populagdo, por terapias
supostamente menos agressivas, especialmente quando destinadas ao atendimento primaério a
saude (YUNES; PEDROSA; CECHINELLI FILHO, 2001).

Em maio de 2005, a OMS publicou o documento Politica Nacional de Medicina
Tradicional e Regulamentacdo de Medicamentos Fitoterdpicos, em se que discute a situac@o
mundial a respeito das politicas da Medicina Tradicional e fitoterapicos, inclusive no Brasil.
A inclusdo brasileira decorre do fato do pais ter a maior diversidade genética vegetal do
mundo, com cerca de 55.000 espécies catalogadas de um total estimado entre 350.000 e

550.000 espécies e, também, por possuir ampla tradicdo do uso das plantas medicinais,
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vinculada ao conhecimento popular, transmitido oralmente por geracdes (Ministério da Saude,
20006).

O crescente interesse pelos fitoterapicos tem feito com que diversos laboratdrios
aumentem o numero de pesquisas neste segmento e, conseqiientemente, o numero de patentes
de produtos desenvolvidos no Brasil tem aumentado gradualmente (embora ainda seja
pequeno e o potencial do Pais ndo esteja sendo plenamente utilizado) (MARINHO, 2008).

De acordo com pesquisas realizadas em universidades e institutos de pesquisa, tanto
no Pais quanto no exterior, muitas das espécies da Amazonia brasileira revelam conter
substancias ativas promissoras para desenvolvimento de agentes terap€uticos oncoldgicos,
antibidticos e antiretrovirais, entre outros (MARINHO, 2004).

Apesar de nossa condi¢do privilegiada de biodiversidade e todo o impulso das
universidades e centros de pesquisa, utilizamos, e muito, as plantas medicinais exdticas, com
os valores de importagdo superando amplamente os de exportacdo para estes produtos
(FONTE, 2004).

Segundo a visdo das politicas de saude, verifica-se que, apesar dos progressos
alcangcados no Brasil, nas ultimas décadas, o compromisso de assegurar a acessibilidade
universal aos medicamentos ainda estd bastante distante uma vez que mais da metade da
populacdo ndo tem acesso aos medicamentos e apenas 23% da populacdo concentre 60% do
consumo (MARQUES, 2000).

Uma alternativa viavel para solucionar este problema, segundo os especialistas, é o
estabelecimento de uma nova politica de exploragdo das plantas medicinais ¢ medicamentos
fitoterapicos focada na geragao local de renda (BORN,2000).

A deficiéncia da divulgacdo de informagdes cientificas referentes aos fitoterapicos
representa outro importante obstaculo, além disso, mesmo quando existe informagdo
cientifica comprovando os efeitos terapéuticos de determinada planta, ainda esbarra no
preconceito de muitos médicos em adotar terapias ditas alternativas (BITTENCOURT;
CAPONI; FALKENBERG, 2002). Respondendo a estas demandas, autoridades brasileiras
tém atuado, principalmente via Ministério da Saude, estimulando o uso de fitoterapicos
seguros e com base técnico-cientifica (RIBEIRO; LEITE; DANTAS —BARROS, 2005).

O Ministério da Saude, em parceria com Orgdos governamentais € nao-
governamentais, propds varias ag¢des no sentido de aumentar a utilizagdo de plantas
medicinais da nossa biodiversidade, dentre elas destacam-se a Politica Nacional de Plantas

Medicinais e Medicamentos Fitoterapicos (2001), o Semindrio Nacional de Plantas
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Medicinais, Fitoterapicos e Assisténcia Farmacéutica (2003), a Politica Nacional de Praticas
Integrativas e Complementares no SUS (2003/05), e em 2005, a criagdo, por decreto
presidencial, do Grupo de Trabalho Interministerial para elaborar a Proposta de Politica
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (Ministério da Saude, 2006).

As diretrizes contempladas no documento sdo: estabelecer a Relacdo Nacional de
Medicamentos Fitoterdpicos para a Aten¢do Basica; estimular o desenvolvimento e a
producdo nacional, conforme critérios cientifico-tecnoldgicos; estabelecer uma politica de
formacdo, capacitacdo e qualificacdo de recursos humanos para o desenvolvimento de
pesquisas e tecnologias inerentes a viabilizagdo do uso racional de plantas medicinais e
medicamentos fitoterapicos; incentivar a pesquisa e o desenvolvimento de plantas medicinais
e medicamentos fitoterdpicos, priorizando a biodiversidade do pais; resgatar, valorizar,
embasar e validar cientificamente o uso popular de plantas medicinais e implementar a
regulamentagdo sanitaria de plantas medicinais € medicamentos fitoterapicos (Ministério da
Saude, 2006).

Em vérias regides do Brasil surgiram iniciativas de realizagdo de estudos
etnofarmacoldgicos integrado a iniciativas para o desenvolvimento sustentavel que se
traduzem na valorizagdo dos conhecimentos tradicionais e esfor¢os para conservagdo da
biodiversidade, gestdo e promog¢do da saude ambiental e qualidade de vida da populacio
(AMORIM, 1999; BORN, 2000). Uma iniciativa importante foi a construg@o, concluida em
2001 do Centro de Biotecnologia da Amazdnia (CBA), com modernas instalagdes para
implantacdo de laboratorios e incuba¢do de empresas de biotecnologia. Os objetivos
essenciais do CBA s3o promover o conhecimento da biodiversidade amazoénica com
agregacdo de valor na regido amazonica; incentivar o desenvolvimento regional de produtos,
processos € servigcos biotecnologicos; incubar, consolidar e projetar empresas de base
biotecnoldgica e estabelecer parques bioindustriais de projecdo internacional. (MARINHO,
2008).

O crescente valor econdmico dos recursos da biodiversidade estd estimulando
controvérsias internacionais no plano das relagdes comerciais e éticas, sobre quem deve lucrar
com este negocio e de que maneira. Esta situacdo torna-se especialmente critica no Brasil,
pois estamos bastante atrasados em relag@o aos paises desenvolvidos nos campos da pesquisa,
registro de patentes e divulga¢do de alternativas fitoterapicas (MARQUES, 2000; PESSINI et
al., 2003).
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Estudo sobre patentes realizado por Moreira e colaboradores (2006), analisou
solicitagdes de patentes ou patentes concedidas relacionadas as plantas brasileiras,
identificando o tipo de invenc¢do envolvida (processo, produto e/ou uso) e quem eram o0s
detentores das patentes. Como resultado foi identificado que 186 de 278 plantas brasileiras
(67%) sdo objeto de patentes (pedidos ou concessdes); 94,2% dos 738 documentos analisados
eram solicita¢des feitas por empresas estrangeiras; 89,3% dos pedidos foram para aplicag¢des
terapéuticas (principalmente para uso dermatoldgico) e 57,4% dos pedidos era relacionado ao
uso dos extratos ou ingredientes ativos na forma de composi¢des farmacéuticas (enquanto 24,6% eram
associados a métodos terapéuticos, 12,5% a processos de extragdo, 4,3% aos proprios extratos
e 1,2% a moléculas) (MARINHO, 2008).

Institui¢des governamentais (OGAVA et al., 2003), ndo governamentais (BARBOSA;
PINTO, 2003), de ensino, de pesquisa e assisténcia médica (FERRO 1987/1989; BRANDAO,
1996; CAETANO, FONTE, BORSATO, 2003; RIBEIRO; LEITE; DANTAS-BARROS,
2005), vém desenvolvendo estudos sobre fitoterapia. Da mesma forma, as agéncias de
incentivo a pesquisa tém estimulado a producdo de conhecimento cientifico sobre plantas
medicinais nos contextos da descoberta, validacdo e aplicacdo (RIBEIRO; LEITE; DANTAS-
BARROS, 2005).

Salienta-se que, no momento, a questdo da protecdo e do uso adequado da
biodiversidade nacional ¢ extremamente importante. A regulamentagdo de sua protecdo e
utilizagdo, associada ao estimulo governamental a P&D em produtos naturais, pode ser um

dos mais importantes fatores para geracdo de inovagdes tecnoldgicas.

2.3. Antibacterianos derivados de Plantas

O desenvolvimento de resisténcia bacteriana ¢ um fendmeno bioldgico natural, que se
seguiu a introducdo de antimicrobianos na pratica clinica, sendo acentuado pelo uso
desmedido e irracional desses agentes. A resisténcia aos antibacterianos € preocupacao
mundial e, dentre as medidas que devem ser tomadas para evitd-la ou diminui-la, estd o
desenvolvimento de novos medicamentos. A demanda por novos antimicrobianos também ¢
decorréncia do alto custo e dos inimeros efeitos colaterais das drogas disponiveis no mercado

(WANNMACHER, 2004).
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Como as plantas produzem intimeras substancias biologicamente ativas, tem-se nos
produtos de origem vegetal uma fonte importante de prototipos que poderdo ser sintetizados
em laboratério. Apesar do desenvolvimento nas dreas de sintese organica, microbiologia
industrial e biologia molecular, pequena parte dos fairmacos permanece sendo obtida a partir
de matérias-primas vegetais. (SCHENKEL, GOSMANN, PETROVICK, 1999). Vdrias
pesquisas envolvendo a busca de novos antimicrobianos a base de plantas vém sendo

realizadas, como mostra a tabela 1.

Tabela 1. Plantas com potencial para desenvolvimento de produtos antimicrobianos

Parte da Planta
Espécie Vegetal Microrganismos Avaliados Referéncia
Utilizada

Staphylococcus aureus; Aspergillus fumigatus; Trichophyton
Plinia glomerata Folhas mentagrophytes e Serafin et al., 2007
Trichophyton rubrum
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228; Enterococcus
Eugenia faecalis ATCC 29912, Listeria

Folhas e caule Magina et al., 2008
brasiliensis Lam. monocytogenes ATCC 35152 e Shigella flexinerii
ATCC 12022
Staphylococcus epidermidis ATCC 1222;, Enterococcus faecalis
Eugenia
ATCC 2991; Listeria )
beaurepaireana Folhas e caule Magina ef al., 2008
) monocytogenes ATCC 35152 e Shigella flexinerii
Kiaersk
ATCC 12022
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Enterococcus
Eugenia
faecalis ATCC 29912, Listeria
umbelliflora Folhas e caule Magina et al., 2008
B monocytogenes ATCC 35152 e Shigella flexinerii
er,
& ATCC 12022
Enterococcus faecalis ATCC 4082, Streptococcus salivarius
ATCC 25975,
Stryphnodendron Streptococcus sanguinis ATCC 10556, Streptococcus
Cascas Soares et al., 2008
adstringens mitis ATCC 49456, Streptococcus mutans ATCC 251735,
Streptococcus sobrinus ATCC33478 e Lactobacillus casei
ATCC 11578
Rosmarinus

officinalis, Bidens
Staphylococcus aures; Pseudomonas aeruginosa, Eischerichia

pilosa, Origanum Folhas p Haida et al., 2007
coli

majorana

e Salvia officinalis
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Mpyrciaria tenella Folhas Staphylococcus aureus ATCC Schneider et al.,
25923,Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Enterococcus 2008

faecalis (isolado), Micrococcus sp. (isolado); Escherichia coli
ATCC 25922,
Proteus mirabilis ATCC 29245, Enterobacter sp. (isolado)
e Shigella flexnerii (isolado).
Campomanesia Cascas, frutos e Staphylococcus aureus; Pseudomonas aeruginosa;

Kataoka et al., 2008
adamantium folhas Streptococcus pyognes e Candida albicans

Levantamentos realizados no periodo de 1981 a 2002 pela Annual Reports of Medical
Chemistry demonstraram que dentre 90 novas drogas com potencial farmacoldgico, 61 eram
derivados semi-sintéticos de plantas (SIXEL e PECINALLI, 2002; NEWMAN et al., 2003).

Os inumeros compostos bioativos sintetizados pelas plantas sdo derivados do seu
metabolismo secundario, associados a mecanismos de defesa contra predagdo por
microrganismos, insetos e herbivoros. (COWAN, 1999).

Compostos fendlicos, fendis ou polifendis pertencem a uma classe de compostos que
inclui uma grande variedade de estruturas simples e complexas, que tem, no minimo, um anel
aromatico, no qual ao menos um hidrogénio ¢ substituido por um grupamento hidroxilico.
Como exemplos podem ser citados fendis simples tal como o catecol (Figura 1) e a
epicatecina (COWAN, 1999). Compostos lipofilicos interferem na estrutura da membrana
microbiana. Um aumento na hidroxilagdo destes compostos esté relacionado a um aumento de

toxicidade. (URS, DUNLEAVY, 1975; SCALBERT, 1991; COWAN, 1999).

HO H
OH

Figura 1 — Representacdo da estrutura quimica do catecol.

A atividade antimicrobiana dos compostos fenolicos hidroxilados pode ser explicada

por atuarem possivelmente por inibi¢do de enzimas através de reagdes com gurpos sulfidrilas
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e por interagdes inespecificas com proteinas, embora ainda ndo tenha sido comprovada uma
relagdo entre o grau de hidroxilagdo e a atividade téxica (WILHELM FILHO et al., 2001)
Outros compostos com atividade bioldgica sdo os flavondides; nome dado a
polifendis de baixo peso molecular, encontrados em diversas plantas. Flavonas (Figura 2) sdo
estruturas fendlicas contendo um grupo carbonila. Desde que foram descobertos, os
flavonoides foram reconhecidos por serem sintetizados pelas plantas em resposta as infecgdes
microbianas, sendo reconhecida também, in vitro sua a¢do antimicrobiana contra um grande

niimero de microrganismos. (COWAN, 1999; SIMOES et al., 1999; SARTORI e al., 2003).

Figura 2 — Representacdo da estrutura quimica da flavona.

O mecanismo de agdo dos flavondides ocorre pela habilidade de se complexar com
proteinas e com células bacterianas (formar complexos irreversiveis com acidos
aminonucleofilicos em proteinas (STERN et al., 1996), frequentemente levando a inativagio
da proteina e perda da fun¢do.). Muitos flavonoéides lipofilicos podem ainda romper a parede
bacteriana (TSUCHIYA et al., 1996; COWAN, 1999).

Os taninos (Figura 3) s@o substancias ndo cristalizdveis que na presenca de agua
formam solugdes coloidais. Apresentam reacdo acida e € adstringente. Quanto a sua atividade
antimicrobiana esta, estd relacionada a ligacdo com proteinas e adesinas, inibi¢do de enzimas,
privagdo do substrato microbiano, formac¢do de complexos com a parede celular e com ions
metalicos e ruptura da membrana plasmatica (ROBBERS; SPEEDIE; TYLER, 1997;
COWAN, 1999).
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Figura 3 — Representacgdes das estruturas quimicas dos taninos: A— Hidrolizavel e B — Condensado

Os terpenoides sdo reconhecidos como substincias possuidoras de atividade inseticida
derivada do metabolismo secundario das plantas (CAVALCANTI et al., 2004). Alguns
representantes deste grupo como a capsaicina isolado de Capsicum, tém a¢do antimicrobiana
via ruptura da membrana plasmatica. O triterpendide acido betulinico isolado da Befula ¢ uma
dos varios terpendides que tem agdo inibitoria contra o HIV. Outro exemplo € a artemisina
isoldada da Artemisia (Figura 4) que ¢ derivada do a-arteter, muito utilizada como

antimalérico (COWAN, 1999).

Figura 4 — Representacdo da estrutura quimica da artemisina (terpenoide).
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2.4. Familia Myrtaceae

A familia Myrtaceae compreende aproximadamente 100 géneros e 3500 espécies,
distribuidas principalmente nas regides tropicais e subtropicais do mundo, com poucas
espécies ocorrendo nas regides temperadas (BARROSO et al. 1984). Segundo Cronquist
(1981) esta familia se divide em duas subfamilias: Myrtoideae e Leptospermoideae.

A subfamilia Myrtoideae, que retinem aproximadamente 70 géneros e 2400 espécies,
tem distribui¢@o principalmente nas Américas do Sul e Central (BRIGGS & JOHSON, 1979)
e estd subordinada apenas pela tribo Myrteae que integra trés subtribos: Myrciinae,
Eugeniinae e Myrtinae, distintas pela morfologia do embrido.

As espécies de Myrtaceae ocorrem em maior densidade nas formagdes vegetacionais
do Brasil. Sdo fontes promissoras para serem exploradas, através de estudos quimicos, pelos
mais diversos interesses. Apel ef al. (1998) e Limberger et al. (1998), as espécies da familia
Myrtaceae sdao ricas em sesquiterpenos que apresentam um amplo espectro de efeitos
bioldgicos como atividade antineoplasica, antimaléria, antiviral e microbicida. Vérias de suas
espécies produzem Oleos essenciais, incluindo o género Eucalyptus, a partir dos quais sdo
descritas atividades antifingica, antibacteriana e antiinflamatéria. Algumas espécies de
Myrcia sao utilizadas na medicina popular como: hipoglicemiante, anticancerigenas e
antidiabéticas. As folhas de Psidium guajava sdo empregadas popularmente para tratar
desordens gastrintestinais, pratica herdada originariamente da medicina asteca (LOZOYA et
al., 2002). Infusos ou decoctos preparados com folhas frescas ou desidratadas sdo indicados
para diarréia, flatuléncia e cdlica abdominal. O efeito espasmolitico e antidiarréico esta
relacionado com o conteudo em flavonoides, em particular de derivados da quercetina, que
atuam como antagonistas do calcio nas fibras musculares lisas (MORALES, LOZOYA,
1994). Adicionalmente, comprovaram-se as atividades antimicrobiana, antitussigena (JAIARJ
et al., 1999), sedativa (LUTTERODT, MALEQUE, 1988), antioxidante (MARTIN et al.,
1998; WANG, 2000; NADERI et al., 2003; ANJANEYULU, 2004; WOODMAN, 2004) e
antiproliferativa para células cancerigenas (MANOSROI, 2005).
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2.5. Género Psidium

O género Psidium é representado por arbustos, raramente arvores com inflorescéncia
em pedunculos unifloros ou trifloros, poucas vezes sobre ramos afilos simulando racemos.
Compreende aproximadamente 110 a 130 espécies, distribuidas por toda América tropical
desde o Paraguai, nos Estados de Santa Catarina e Rio Grande do Sul (Brasil) até as Antilhas.
O maior numero de espécies se encontra da Amazodnia até¢ o sul do México. (REITZ &
KLEIN, 1977).

Este género apresenta diversas espécies como P. myrtoides, P. australis, P.
cattleyanum, P. guineense ¢ P. guajava. Dentre essas espécies, P. guajava ¢ a espécie mais
estudada se destacando por inibir edema, exibir atividade antipirética e antidiarréica
(OLAJIDE et al.1999); efeito supressor da atividade locomotora (LUTTERODT &
MALEQUE 1988).

2.6. Psidium guineense Swartz

Psidium guineense tem origem sul-americana e apresenta uma ampla area de
dispersdo. No Brasil, ocorre desde a Regido Norte até a ilha de Sdo Sebastido, em Sao Paulo.
Nos Estados do Nordeste, é encontrada nas regides do Litoral e Zona da Mata, principalmente
nas areas dos tabuleiros costeiros, caracterizados por possuirem solos pobres, acidos e
arenosos (ANDRADE LIMA, 1957; PIO-CORREA, 1978; MATTOS, 1993; DEMATTE,
1997).

P. guineense (Figura 5) ¢ um arbusto ou arvore pequena de 2 a 2,5 m de altura cujas
inflorescéncias durante o crescimento inicial sdo cobertas com pélos marrom-avermelhados
variando para cinza-amarelados, com cerca de 0,3 a 0,5 mm de comprimento. Os brotos sdo
aveludados, as vezes glabros, a casca mais antiga ¢ geralmente polida e muitas vezes
escamosa e resistente. As folhas sdo coridceas de cor marrom-amarelada ou marrom-
avermelhada de formatos eliptico, eliptico-oblongo ou obovado com 4 a 11,5 cm de
comprimento ¢ 1 a 2 cm de largura, normalmente aveludadas na parte inferior; com apice
obusto, arrendondado ou agudo. A nervura principal € plana na parte superior e proeminente
na parte inferior. As nervuras laterais sdo em nimero de 1 a 10. Os frutos sdo globosos, as

vezes ovoides; quando imaturos, apresentam coloragdo verde clara e gosto acido, quando
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maduros, sdo amarelo-verdosos. A polpa é de cor de branca e sabor doce, com muitas
sementes de aproximadamente 0,3 cm de cor branca, pequena, ovdide, e de casca dura. Suas
sementes sdo em nimero de 22 a 100 podendo chegar até 250 sementes por fruto, as quais,

medem 3 a 4 mm de comprimento (LANDRUM, 1995).

Figura 5. Psidium guineense Swartz. A. Habito. B. Folhas. C. Frutos. D. Flores.
Foto: (Erika R. S. Araujo, 2008)

A composicdo quimica das cascas e da polpa de P. guineense apresenta aldeidos,
fenois, esterdides e triterpenos, flavonodides, cetonas, taninos e aglcares (GONZALEZ et al.,
2005).

Em 1995, Tucker e Maciarelo determinaram a composi¢do quimica do dleo essencial
das folhas de P. guineense. Este ¢ composto de a-pineno, canfeno, mirceno, a-felandreno,
limoneno, (Z)-B-ocimeno, y-terpineno, (E)-B-ocimeno, terpinoleno, acetato de fencil, a-
ilangeno, benzaldeido, trans-a-bergamotene, acetao de bornil, B-cariofileno, (Z)-p-farneseno,
(E)-B-farneseno, zingibereno, P-bisaboleno, cis-y-bisaboleno, trans-y-bisaboleno, f3-

sesquifelandreno, a-curcumeno e 6xido de cariofileno.
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Gonzélez e colaboradores (2005), avaliaram a atividade antimicrobiana de extratos
oriundos das folhas, casca e polpa de Psidium guineense frente Streptococcus mutans ATCC
31089, e a um isolado clinico de Streptococcus viridans. Eles concluiram que os extratos dos
frutos verdes eram mais ativos que os frutos maduros, € que o extrato de acetato de etila, o
mais eficiente em comparacdo ao extrato etanolico. Também observaram uma a correlagdo
entre atividade antimicrobiana e a presenca de metabolitos secundarios como flavonoides,

taninos, terpenos e aldeidos nos frutos verdes.

2.6. Plantas Medicinais e Biocompatibilidade

Depois de comprovada atividade terapéutica da planta, sdo requeridos estudos
complementares que garantam seguranca em relagdo a toxicidade. Estes testes incluem
citotoxicidade, hepatoxicidade e biocompatibilidade. Geralmente, os testes de citotoxicidade e
hepatoxicidade avaliam os efeitos téxicos in vitro, enquanto que os testes de
biocompatibilidade avaliam in vivo.

Na literatura sdo conhecidos poucos estudos que correlacionem atividade
antimicrobiana das plantas medicinais e biocompatibilidade.

Os estudos in vivo permitem uma analise mais detalhada das reagdes adversas
causadas pelas plantas sobre o organismo, uma vez que, as células e os tecidos nio existem
isoladamente, mas interligados com células e tecidos vizinhos. (SAAD et al., 2006).

Assim sendo, este trabalho, que tem como um dos objetivos testar a
biocompatibilidade do extrato aquoso de P. guineense Swartz em tecido conjuntivo
subcutaneo de ratos, vem adicionar novos conhecimentos a respeito do uso de plantas locais

como possiveis agentes terapéuticos.



ARAUIJO, ERS. Avaliagio da biocompatibilidade e determinagdo da atividade antimicrobiana de Psidium guineense Swartz

31

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Realizar o estudo fitoquimico de Psidium guineense Swartz ¢ determinar sua atividade
antimicrobiana ¢ biocompatibilidade com tecido subcutaneo de ratos albinos da linhagem

Wistar (Rattus novergicus).

3.2. Objetivos Especificos

e Obter extratos das folhas de P. guineense Swartz utilizando éter de petroleo,
acetato de etila, metanol e agua;

e Determinar o perfil fitoquimico dos extratos;

e Determinar a atividade antimicrobiana in vitro através da determinagdo da
concentracdo minima inibitoria dos extratos de P. guineense Swartz, frente a
cepas de Staphylococcus aureus (n=8), Escherichia coli (n=4), Enterococcus
faecalis (n=10), Salmonella enterica (n=6), Pseudomonas aeruginosa (n=10) e
Candida albicans (n=10),

e Determinar a biocompatibilidade do extrato aquoso das folhas de P. guineense

Swartz com tecido subcutaneo de ratos (Rattus novergicus, albino Wistar);
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4. MATERIAS E METODOS

4.1. Estudo Fitoquimico
Esta etapa experimental foi realizada no Laboratdrio de Farmacognosia da UFPE sob a

coordenagdo da Profa. Dra. Karina Perrelli Randau.

4.1.1. Coleta e identificacdo do material vegetal

Partes aéreas de P. guineense Swartz (aragd) foram coletadas no municipio de Itamaraca —
PE (7°46°05°°S; 34°50° 14>’W) em novembro de 2007. A identificagdo do material vegetal foi
feita no Instituto Agronomico de Pernambuco — IPA, pela botanica Olivia Cano. Um
espécime deste vegetal encontra-se depositado no Herbario Dardano de Andrade Lima — IPA

sob o numero 52.585.

4.1.2. Preparacio dos extratos

As folhas de P. guineense Swartz foram secas a temperatura ambiente ¢ em seguida
trituradas em moinho elétrico. Os extratos das folhas (50 g) de P. guineense Swartz foram
obtidos por esgotamento com os seguintes solventes em polaridade crescente: éter de petroleo
(EEP), acetato de etila (EAcEt), metanol (EM) e 4gua (EA). Cada extrato foi filtrado e os
solventes eliminados com o auxilio de evaporador rotatdrio sob pressdo reduzida. Os extratos
foram acondicionados em frasco ambar e mantidos a baixa temperatura, exceto para o extrato
aquoso que foi liofilizado (Figura 6). O rendimento para cada extrato foi calculado a partir de
50 g das folhas sendo de 1,3%, 2,3%, 9,8% e 3,7% (p/p) para os extratos éter de petrdleo,

acetato de etila, metanolico e aquoso respectivamente.
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Figura 6. Esquema representando a prepara¢do dos extratos de P. guineense Swartz

4.1.3. Determinacio do perfil fitoquimico de extratos de P. guineense Swartz

Dos extratos foram retirados 15uL e submetidos a cromatografia em camada delgada
analitica (CCDA) em placas de gel de silica (MERK-Germany, 15553), (Figura 7)
empregando-se diversos sistemas de solventes: A- [EtOAc-HCOOH-AcOH-H,O (100 : 11:
11: 27 v/v)]; B- [Benzeno-EtOAc (97 : 3 v/v)]; C- [EtOAc-HCOOH-AcOH-H,0 (100 : 0,5 :
0,5 : 0,5 v/v)]; D- [n-BuOH-Me,CO-tampéo fosfato pH = 5,0 (40 : 50 : 10 v/v)], E- [Eter-
tolueno-AcOH 10% (50 : 50 : 50 v/v)] (Quadro 1), bem como reveladores especificos para a
pesquisa de metabdlitos secundarios dos extratos das folhas de P. guineense Swartz a saber:
Alcaldides, derivados cindmicos e fenilpropanoglicosideos, cumarinas, flavonoides,
proantocianidinas condensadas e leucoantocianidinas, taninos hidrolisaveis, mono e
sequiterpendides, triterpendides e esterdides, iridoides, saponinas, aglcares redutores
(RANDAU et al, 2004). A determinacdo de antraquinonas foi realizada pela metodologia de
Borntrager em tubos de ensaio (COSTA, 2002).
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Figura 7. Esquema para pesquisa de metabolitos secundarios dos extratos de P. guineense
Swartz por Cromatografia em Camada Delgada Analitica

Quadro 1 — Sistemas de solventes e reveladores em cromatografia de camada delgada para a

caracterizacdo de metabdlicos secundarios dos extratos de P. guineense Swartz

Fase

Metabélitos secundarios Revelador Referéncia
movel
Alcaloides A Dragendorff Wagner & Bladt, 1996
Derivados cindmicos ¢
) ) A 2-amino etildifenil borinato Wagner & Bladt, 1996
fenilpropanoglicosideos
Cumarinas E 2-amino etildifenil borinato Wagner & Bladt, 1996
Flavondides A 2-amino etildifenil borinato Wagner & Bladt, 1996
Proantocianidinas condensadas e
o A Vanilina cloridrica Roberts, 1956
leucoantocinidinas
2-amino etildifenil borinato
Taninos hidrolisaveis D Stiasny, 1912; Xavier, 2002
Alumem de ferro
. _ . ) Hashimoto, 1970; Harbone,
Triterpenoides e esterdides C Liebermann/Burchard 1098
Mono e sequiterpendides B Vanilina sulfurica 4cida Wagner & Bladt, 1996
Iridoides A Vanilina sulfurica acida Wagner & Bladt, 1996
Saponinas A Anisaldeido Wagner & Bladt, 1996
Actcares redutores D 2,3,5 cloreto trifeniltetrazolium Metz, 1961
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4.2. Determinaciao da atividade antimicrobiana dos extratos de P. guineense Swartz

Esta etapa experimental foi realizada no Laboratorio de Fisiologia e Bioquimica de
Microrganismos do Departamento de Antibidticos da UFPE sob a coordenagdo da Prof*. Dra.

Eulalia Camelo Pessoa de Azevedo Ximenes.

4.2.1. Microrganismos

Neste experimento foram utilizados 48 microrganismos alguns deles obtidos a partir
de espécimes de pacientes acometidos por infeccdes e com um fendtipo de resisténcia para
diversos agentes antimicrobianos: Staphylococcus aureus 1C 14, 1C 15, IC 27, 1C 138; I1C 247,
IC 311, IC 404; Pseudomonas aeruginosa 1C 01, IC 02, IC 03, IC 05, IC 06, IC 10, IC 12, IC
13, IC 16; Enterococcus faecalis 1C 068, IC 144, IC 245, IC 259, IC 288, IC 354, IC 671, 1C
915, IC 995; Escherichia coli IC 18. Outros de diversos sitios e origens como Escherichia
coli O157:H7, Escherichia coli 1 QC, Salmonella enterica Rubislaw 3373, Saintpaul 391,
Anatum P-58, Anatum 873; Candida albicans 1C 01, IC 07, IC 09, IC 11, IC 12, IC 16, IC 17,
IC 19, IC 25, IC 26 e 6 microrganismos pertencentes a colecdo do Departamento de
Antibioticos da Universidade Federal de Pernambuco € do American Type Culture Collection
Staphylococcus aureus ATCC 6538, Enterococcus faecalis ATCC 27212, Escherichia coli
ATCC 8739, Salmonella choleraesuis ATCC 14028; Salmonella enterica UFPEDA 415,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 (Tabela 2).
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4.2.2 Método para determinacio da Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

Numa etapa anterior a determinacdo da CIM propriamente dita, os extratos secos
obtidos com éter de petroleo, acetato de etila e metanol foram solubilizados num sistema
composto por dimetilsuféxido/Tween 80/H,O (1,5:1,0:17,5) de modo a obter uma
concentracgdo final de 2,0 mg/mL. O p¢ liofilizado do extrato aquoso de P. guineense Swartz
foi pesado e solubilizado em agua destilada e esterilizada de forma a obter uma solucdo de
igual concentragdo. Todos os extratos foram esterilizados por filtragdo com filtros de
porosidade 0,45um.

O ensaio foi realizado em microplacas estéreis de 96 cavidades com fundo em forma
de “U”. Um volume de 200 pL dos diversos extratos vegetais, foram depositados nas colunas
de 1 a 9 da linha A. Os demais orificios foram preenchidos com 100 puL e caldo Mueller-
Hinton para as bactérias e o meio RPMI 1640 para leveduras, ambos duas vezes mais
concentrados. Em seguida, uma aliquota de 100 pL do contetdo de cada orificio da linha A
foi transferido para os orificios da linha B, e ap6s homogeneiza¢do, o0 mesmo volume foi
transferido para linha C, repetindo-se este procedimento até a linha H. Assim foram obtidas
concentracdes decrescentes dos extratos (1 mg/mL- linha B; 0,5 mg/mL- linha C; 0,25
mg/mL- linha D, e assim por diante). Os indculos microbianos padronizados em 10® UFC/mL
foram diluidos 1/10 em solug¢@o salina esterilizada (0,9%) e desta diluicdo um volume de 5 pL
(10* UFC/mL) foram depositadas em todos os orificios das linhas A-H. Os orificios da coluna
11 foi destinado para os testes de controle de experimento, nessa coluna recebeu apenas caldo
Mueller-Hinton ou RPMI 1640 para a verifica¢do da esterilidade da placa.

As microplacas foram incubadas em estufa bacterioldgica a 35°C por 18 horas para
bactérias e 28°C por 24 horas para as leveduras. Decorrido este intervalo de tempo foi
adicionado a cada um dos orificios 20uL de uma solu¢do aquosa de cloreto de 2,3,5
trifeniltetrazolio a 0,5% e as microplacas foram novamente incubadas por mais trés horas.
Apbs esta ultima incubagdo a presenca de uma coloragdo vermelha nos orificios foi
interpretada como prova negativa do efeito inibitério do extrato, enquanto a auséncia da
coloragdo vermelha foi considerada prova positiva da ac¢do inibitoria do extrato.

A concentragdo inibitéria minima (CIM) foi definida como a menor concentra¢do do
extrato em mg/mL capaz de impedir o crescimento microbiano, ou seja, o aparecimento da

coloragdo vermelha (Figura 8).
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Figura 8 — Esquema para determina¢@o da Concentracdo Inibitéria Minima dos extratos

de P. guineense Swartz. (Erika R. S. Aratjo, 2008)
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4.3 Determinacio da biocompatibilidade do extrato aquoso de P. guineense Swartz

A etapa experimental foi realizada no Laboratorio de Farmacologia e Cancerologia
Experimental do Departamento de Antibidticos sob supervisdo da Profa. Dra. Teresinha

Gongalves da Silva.

4.3.1 Estudo Histologico

4.3.2 Animais

O extrato aquoso de P. guineense foi o escolhido para dar o prosseguimento a pesquisa
sobre biocompatibilidade com o tecido conjuntivo de ratos albinos. Esta escolha deve-se ao
fato deste extrato apresentar atividade antimicrobiana principalmente sobre S. aureus. Esta
atividade ndo foi significativamente diferente dos outros extratos, direcionando nossa escolha
para um extrato cujo veiculo € indcuo aos tecidos.

Para realizagdo do teste de biocompatibilidade do extrato aquoso de P. guineense com
tecido conjuntivo subcutaneo, foram utilizados 24 ratos (Rattus norvegicus, albino Wistar)
machos, com 60 dias de vida, pesando em média de 300g, procedentes do biotério do
Departamento de Antibidticos da UFPE.

Os animais foram mantidos em gaiolas de polietileno, em niimero de 6 por gaiola, a
temperatura de 22 + 2°C, sob condi¢des padrido de iluminacdo (ciclo claro-escuro de 12/12
horas), alimentados com dieta sélida (racdo Labina da Agribrands Purina do Brasil Ltda.) e
agua ad libitum. Os procedimentos adotados no manejo dos animais foram realizados de
acordo com as normas preconizadas pelo “National Institute Guide for Care and Use of
Laboratory Animals” e aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da

UFPE, n° 23076.00669/2008-89.

4.3.3 Metodologia

Os animais foram divididos em quatro grupos, cada grupo com seis animais (n=24):

grupo I (grupo eutanasiado apos sete dias da injecdo do extrato), grupo II (grupo eutanasiado
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apos quatorze dias da inje¢do do extrato), grupo III (grupo eutanasiado apds vinte e oito dias
da injecdo do extrato) e grupo IV (grupo eutanasiado apos trinta e dois dias da injecdo do
extrato).

A partir da linha média, eqiiidistante da insercdo da cauda e da cabeca do animal,
foram administradas duas injegdes de 1 mL no tecido subcutdneo do animal. A primeira no
lado direito (o extrato aquoso de P. guineense Swartz na concentrag¢do inibitéria minima - 0,4
mg/mL, equivalente a dose de 1,3 mg/kg) e a segunda no lado esquerdo (solugdo fisioldgica)
(Figura 9).

Apos 7, 14, 28 e 32 dias desta administracdo, cada grupo de animais foi eutanasiado
por dose excessiva de anestésicos cloridrato de quetamina a 5% (Vetanarcol, Konig) e
cloridrato de xilazina a 2% (Kensol, Konig).

Os animais foram tricotomizados e o tecido conjuntivo juntamente com a area
circunjacente a inje¢do do extrato foram obtidos. O material recolhido foi imediatamente
imerso em solucdo fisiologica e cortes transversais foram realizados de modo a facilitar a
penetracdo da substancia fixadora de Boiun (750 mL de solu¢@o saturada de acido picrico,
250 mL de formol a 40%, acido acético glacial 50 mL). Em seguida foram realizados varios
procedimentos histologicos para observacdo em microscopia optica (XAVIER et al, 1973;
COUTO et al, 2000).

Cortes laterais foram obtidos com microtomo ERMA (Tokyo-Japan), utilizando
navalha ajustada para 6um cada. Os cortes foram estirados em banho-maria histoldgico,
dispostos em ldminas untadas com albumina de Mayer, colocadas em estufas por
aproximadamente 30 min a 37°C para secagem do material. Os espécimes receberam o
tratamento de coloragdo pela hematoxilina e eosima (HE). As laminas foram montadas em
Entellan e finalizadas para observagdo e fotomicrografadas em Microscopio Optico Olympus
Modelo BX50, Video Camera Samsung Modelo SHC 410NAD, Software: TV Tuner
Application.

Para andlise quantitativa de células fibroblasticas, utilizou-se o sistema Mesurim Pro.
Os valores foram expressos em média + desvio padrdo da média. As diferencas entre os

grupos foram analisadas através da Analise de Variancia (ANOVA).



ARAUJO, ERS. Avaliagdo da biocompatibilidade e determinagdo da atividade antimicrobiana de Psidium guineense Swartz

42

Iml

Solucdo
aq

fisiologica

P. quineese

Figura 9. Esquema realizado para o ensaio de biocompatibilidade do extrato aquoso de P. guineense
Swartz com o tecido subcutaneo de ratos albinos Wistar (Rattus novergicus). (Erika R. S. Aragjo,
2008).
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Apos solubilizacdo num sistema composto por DMSO/Tween80/H,O (1,5:1,0:17,5),

os extratos das folhas de P. guineense Swartz apresentaram diversas coloragdes: o extrato éter

de petréleo coloragdo amarelada, acetato de etila, verde escuro; metanol; verde claro e o

extrato aquoso submetido a liofilizagdo resultando em um po fino de coloragdo marrom.

A andlise fitoquimica dos extratos de P. guineense Swartz mostrou a presenga de

mono e sesquiterpenos nos extratos éter de petréleo e acetato de etila; flavonoides nos

extratos acetato, metanol e 4gua; triterpenos e esterdides no extrato éter de petrdleo; agucares

nos extratos metandlico e aquoso; proantocianidinas e leucoantocianidinas condensadas no

metanolico e aquoso; e taninos hidrolisaveis no extrato aquoso. Nao foi observada a presenca

de alcaloides, saponinas, iridéides, cumarinas, derivados cindmicos, fenilpropanoglicosideos e

antraquinonas (Tabela 3; Figura 10).

Tabela 3. Pesquisa dos metabolitos secundérios nos extratos de P. guineense Swartz

Metabolitos secundarios Eter de Petroleo Acetato de Metanoélico  Aquoso
Etila
Alcaldides ) ) ) )
Antraquinonas ) (-) -) -)
fonipropanoglicosideos o © © ©
Cumarinas -) Q) ) )
Flavondides () (++) (+++) (+++)

O ncomtocimidings © © ¢ ®
Taninos hidrolisaveis ®) ) -) (+)
Triterpendides e esterdides (+) (-) (-) -)
Mono ¢ sequiterpendides (+++) (+) -) -)
Iridoides ) ) ) )
Saponinas ) ) () ()
Actcares redutores ) (-) (+) (+)

(-) Auséncia de bandas do metabdlito no extrato de P. guineense Swartz; (+) Presenca de uma banda
do metabolito no extrato de P. guineense Swartz; (++) Preseng¢a de duas a cinco bandas do metabdlito
no extrato de P. guineense Swartz; (+++) Presenca de mais de cinco bandas do metabdlito no extrato

de P. guineense Swartz.
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Figura 10. Metabolitos secundarios presentes nas folhas de P. guineense
Swartz por CCDA. A. Monoterpenos e sesquiterpenos. (1) Extrato éter
de petrdleo; (2) Extrato acetato de etila; (3) Extrato metandlico; (4) Extrato
aquoso; (P) Padrio Timol. B. Proantocianidinas condensadas e
leucoantocianidinas. (1) Extrato éter de petroleo; (2) Extrato acetato de
etila; (3) Extrato metandlico; Extrato aquoso. (P;) Padrdo Verbacosideo;
(P,) Padrio Acido Clorogénico. C. Actuicares Redutores. (1) Extrato
metanolico; (2) Extrato aquoso; (P) Padrao Glicose. D. Triterpenos e
Esteroides. (1) Extrato acetato de etila; (2) Extrato éter de petrdleo; (3)
Extrato metandlico; (4) Extrato aquoso; (P) Padrido [-sitosterol. Fotos:
(Karina P. Randau, 2008; Erika R. S. de Aratjo, 2008).
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5.2. Atividade Antimicrobiana de P. guineense Swartz

A andlise da atividade antimicrobiana dos extratos éter de petroleo (EEP), acetato de
etila (EAcEt), metandlico (EM) e aquoso (EAQ) frente aos 48 microrganismos testados estio
apresentados na tabela 4. Todos os extratos de P. guineense Swartz mostraram-se ativos frente
aos microrganismos ensaiados, cujas concentragdes inibitdrias minimas variaram de 0,015 a

2,00 mg/mL.

Tabela 4. Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) dos diferentes extratos de P. guineense
Swartz frente as cepas de Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Salmonela enterica e Candida albicans

Microrganismo Extrato CIM CIM 00(me/mr) CIMMG mg/m1)
Enterococcus faecalis Aquoso 1 1 1
Metanolico 0,5-1,0 0,5 0,92
Acetato de Etila  0,0-1,0 0,5 0,92
Eter de Petroleo 1 1 1
Staphylococcus aureus Aquoso 0,015-0,5 0,015 0,16
Metanolico 0,015-1 0,015 0,21
Acetato de Etila  0,5-1,0 0,5 0,35
Eter de Petroleo  0,015-0,5 0,25 0,25
Escherichia coli Aquoso 2 2 2
Metanolico 2 2 2
Acetato de Etila 2 2 2
Eter de Petroleo  1-2 1 1,41
Pseudomonas aeruginosa  Aquoso 2 2 2
Metanolico 1 1 1
Acetato de Etila  0,5-1 0,5 0,93
Eter de Petroleo 1 1 1
Salmonela enterica Aquoso 2 2 2
Metanolico 2 2 2
Acetato de Etila 2 2 2
Eter de Petroleo  1-2 1 1,12
Candida albicans Aquoso 1-2 1 1,83
Metanolico 2 2 2
Acetato de Etila 2 2 2
Eter de Petroleo 2 2 2

(CIM) Concentragdes Inibitdrias Minimas, (CIM g9y Concentragdo Minima capaz de inibir 100%
do crescimento microbiano, (CIMMG) Média Geométrica da Concentragdo Inibitéria Minima de
todas as amostras de cada espécie.

Todos os extratos de P. guineense Swartz mostraram sobre bacilos Gram-negativos

valores de CIM igual ou superior a Img/mL.
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O extrato metanolico, acetato de etila e éter de petréleo mostraram-se mais ativos
frente as cepas de Pseudomonas aeruginosa quando comparados ao extrato aquoso. Esta
diferenca foi estatisticamente significativa (p<0,01).

Nao houve diferenca significativa entre os valores obtidos para os diferentes extratos
quando avaliados contra 10 amostras de Candida albicans. A CIM foi em média 2mg/mL
para estas leveduras.

Apo6s analisar os resultados obtidos dos extratos de P. guineense Swartz frente a
enterobactérias do género Samonela, foi observado que o extrato éter de petroleo foi o mais
eficaz na inibicdo desses microorganismos. Estes resultados quando comparados aos obtidos
para os extratos de maior polaridade mostrou ser significativamente diferente (p<0,01).
Entretanto, ndo houve diferenca significativa da atividade desses extratos frente a amostras de
Escherichia coli.

De todos os microrganismos, as cepas de Staphylococcus aureus revelaram ser as mais
sensiveis cuja média geométrica da concentragdo inibitoéria minima foi de 0,16; 0,21; 0,35 e
0,25 para o extrato aquoso, metanoélico, acetato de etila e éter de petrdleo respectivamente.
Quando estes extratos foram comparados entre si foi observado que nido houve diferenca
estatisticamente significativa entre eles.

Estes resultados sdo importantes, uma vez que infecgdes estafilocdcicas tém uma alta
morbidade/mortalidade. Além disso, os microrganismos estudados apresentam resisténcia a
diversos agentes antimicrobianos, como reportados na tabela 2.

Oliveira et al., (2001) em um estudo sobre o perfil de cepas de S. aureus isolados de
pacientes hospitalizados em 4 hospitais publicos de S3o Paulo, apontam a crescente
resisténcia das cepas desse microrganismo aos antimicrobianos com atividade
antiestafilococica  atualmente  disponiveis, como aminoglicosideos, cloranfenicol,
lincosamideos, macrolideos, quinolonas e tetraciclina.

A presenga de taninos e flavondides nos extratos metandlico e aquoso de P. guineense
pode estar relacionada a sua atividade antimicrobiana verificada principalmente sobre as
cepas de S. aureus.

Gonzalez et. al. (2005), avaliaram microbiologicamente as fracdes obtidas com éter de
petréleo, diclorometano, acetato de etila e metanol oriundos do extrato etandlico da casca,
folhas e polpa dos frutos de P. guineense Swartz. Estas fragdes mostraram-se ativas frente as

cepas Streptococcus mutans ATCC3108 e de uma amostra de Streptococcus viridans isolados
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da clinica médica. Este autor associa a atividade antimicrobiana a presenga de taninos e
flavonoides encontrados no extrato etanodlico das folhas de P. guineense Swartz.

Ao precipitar proteinas, os taninos propiciam um efeito antimicrobiano e antifingico
(BRUNETON, 1991; MELLO & SANTOS, 2002). Os flavondides agem formando
complexos com as células bacterianas (STERN et al., 1996).

O mecanismo de a¢do dos taninos pode ser explicado por trés hipdteses. A primeira
implica que os taninos inibem enzimas bacterianas e flingicas e/ou complexam com os
substratos dessas enzimas; a segunda relaciona a a¢do dos taninos sobre as membranas
celulares dos microrganismos, modificando seu metabolismo; e a terceira fundamenta-se na
formagdo de um complexo dos taninos com ions metélicos, diminuindo a disponibilidade de
ions essenciais para o metabolismo microbiano (SCALBERT, 1991; MELLO & SANTOS,
2002).

Muitos flavonoides isolados de diferentes plantas apresentam in vitro atividade
antimicrobiana (HARBORNE et al., 1976; JENSEN et al., 1998; ALCERITO et al., 2001;
PENNA et al., 2001; PANIZZI et al., 2002). A atividade antimicrobiana dos flavonoides esta
provavelmente relacionada a capacidade deste composto de se complexar com proteinas das
células bacterianas formando complexos irreversiveis com acidos aminonucleofilicos, o que,
freqiientemente, leva a inativagdo da proteina e perda da fun¢do (STERN ef al., 1996). Muitos
flavonoides lipofilicos podem ainda romper a parede bacteriana (TSUCHIY A ef al., 1996).

A discreta atividade inibitoria dos extratos brutos de P. guineense Swartz, sobre as
bactérias Gram-negativas e leveduras Candida albicans obtidos no presente estudo estd
provavelmente relacionada as diferencas estruturais que estes microrganismos apresentam em
relagdo as bactérias Gram-positivas, como por exemplo, a presenca de uma membrana externa
sobre o peptideoglicano, de uma cépsula, de porinas, e na propria constituicdo da parede
celular (KONEMAN et al., 1999).

As bactérias Gram-negativas contém uma maior porcentagem de lipideos (11-22%)
que as bactérias Gram-positivas (1-4%). Essa diferenca estd relacionada com a
permeabilidade dos cocos, que com menos lipideos sdo conseqilientemente mais permeaveis,
permitindo a passagem de vdrios tipos de moléculas para seu interior (SHANAB, 2004).

Os resultados encontrados estdo de acordo com o trabalho de Abu-Shanab et. al.
(2004), que relatam a resisténcia das bactérias Gram-negativas, como E. coli e P. aeruginosa

a diversos compostos de origem natural. A resisténcia dos bacilos Gram-negativos a estes
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compostos pode esta ligada a concentragcdes muito baixas de substancias ativas presentes nos

extratos ou bloqueio na passagem destas para o interior da célula bacteriana.
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5.3. Biocompatibilidade do extrato aquoso de P. guineense Swartz com tecido

subcutianeo de ratos albinos (Wistar)

O tecido subcutaneo foi analisado microscopicamente com o objetivo de detectar
possiveis alteragdes morfoldgicas das células e dos seus elementos estruturais, bem como do
tecido como um todo. Também foi realizado o acompanhamento clinico dos animais ao longo
dos dias ap0s a injecdo dos extratos.

Nao foram evidenciadas quaisquer alteragdes morfologicas em nenhum dos grupos
experimentais quando estes foram comparados ao controle. Foram observadas fibras
coldgenas coradas pela eosina, dispostas em diversos sentidos e numerosos fibroblastos de
limites citoplasmaticos imprecisos, cujos nucleos se destacam (Figuras 11 e 12). Os animais
ndo apresentaram nenhuma reagdo alérgica ou inflamatdria do local da inje¢ao do extrato.

Ap0s a andlise ao microscopio de luz, foi realizada a contagem de fibroblastos, cujos
resultados estdo descritos na tabela 5. Nao foi observada diferenca estatisticamente

significativa entre o grupo tratado e controle em todos os tempos estudados.

Tabela 5. Ocorréncia de fibroblastos no tecido subcutaneo de ratos albinos apods o estudo da
biocompatibilidade do extrato aquoso de P. guineense Swartz

Grupos T 07 Dias T 14 Dias T 28 Dias T 32 Dias

Controle- soro fisiologico 23,50 +4,80 23,66+4,45 26+3,10 27,66+5,90

Tratado- extrato aquoso de
23,66+5,80 24,83+4,44 27,66+3,72 27,33+4,32
P. guineense (dose 1,3mg/mL)

Os valores representam a média + desvio padrdo de 6 animais
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Figura 11. Fotomicrografias do tecido conjuntivo subcutaneo de ratos albinos. (1) Grupo Controle e (2) Grupo Tratado,
apds 7(A), 14(B), 28(C) e 32(D) dias da injegdo com o extrato aquoso de P. guineense. Observar (F) Fibroblastos e
(FC) Fibras Colagenas. Aumento (40x) Coloragdo (HE). (Erika R. S. de Aratjo, 2009).
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Figura 12. Fotomicrografias do tecido conjuntivo subcutaneo de ratos albinos. (1) Grupo Controle e (2)
Grupo Tratado, apds o 7(A), 14(B), 28(C) e 32(D) dias da injecdo com o extrato aquoso de P. guineense.
Observar (F) Fibroblastos e (FC) Fibras Coldgenas. Aumento (200x) Coloracdo (HE). (Erika R. S. de
Aratjo, 2009).
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O recente crescimento no interesse da fitoterapia alternativa para o tratamento e
prevencgdo de varias doengas, acarreta uma ampla preocupagdo a respeito da seguranca do uso
de plantas medicinais. Existem inimeros cuidados a respeito do uso dos fitoterapicos e sua
habilidade de produzir efeito toxico e reacdes adversas. A toxicidade acidental ocorre
principalmente devido a crenca de que remédios a base de plantas sdo isentos de reacdes
adversas, sendo vistos como “naturais” (SAAD, 2006).

Dessa maneira, fazem-se necessarios estudos que possam garantir o efeito ndo toxico
desses medicamentos. Devido a atividade antimicrobiana apresentada pelo extrato aquoso das
folhas de P. guineense Swartz foi realizada a biocompatibilidade com tecido subcutaneo de
ratos albinos (wistar).

A modulacdo do processo inflamatério com formagdo e amadurecimento de
fibroblastos, responsavel pela produgdo de matriz de colageno e pela formacdo do tecido de
granula¢@o, quando significantes, sdo caracteristicas de indu¢do de atividade de cicatrizacdo.
(ROCHA, GURJAO & BRITO JUNIOR, 2005).

As reacdes de células granulares caracterizam-se por cole¢des de histiocitos com
citoplasma eosinofilico granular no sitio do trauma operatério. Essas reagdes histiociticas tém
particular semelhanga com tumores de células granulares, mas geralmente podem ser
diferenciadas pelo fato de que os nucleos nestas reagdes sdo pequenos e os granulos sdo
grandes (MACEDO NETO, 2000). Além disso, as células geralmente cercam nddulos de
material inerte (corpos estranhos), similares ao material granular citoplasmatico (SOBEL,
AVRIN & SCHWARZ, 1974).

O reparo tecidual envolve regeneracdo e cicatrizagdo, chamada também de fibroplasia
ou fibrose, caracterizadas pela migragdo, proliferacdo e diferenciag¢do celular. O controle da
proliferacdo celular ¢ feito por fatores solliveis no microambiente, as citocinas, que podem
estimular ou inibir este processo, (SIQUEIRA JR. & DANTAS, 2000).

O aumento do numero de células fibroblasticas e da epitelizagdo, sugere atividade
cicatrizante (MARTINS & et al, 2006).

A presenca de taninos, flavonoides, agucar, proantocianidinas condensadas e
leucoantocianidinas, no extrato aquoso das folhas de P. guineense Swartz ndo causaram no
tecido conjuntivo analisado quaisquer alteracdes morfologicas, sendo isto um indicativo da

compatibilidade do extrato com o tecido animal.
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E importante destacar que dos pedidos de patentes das plantas brasileiras da Amazonia
observados por Moreira et al. (2006), 89,3% foram pedidos para aplicagdes terapéuticas,
principalmente para uso dermatoldgico, o que s6 aumenta a relevancia de estudos que avaliem
a biocompatibilidade desses medicamentos com o tecido animal.

Em virtude da atividade antimicrobiana observada do extrato aquoso de P. guineense
frente a cepas de Staphylococcus aureus (sete das oito cepas sdo resistentes a diversos
antimicrobianos), pode-se pensar na utilizagdo desta planta na formulagdo de um
medicamento, uma vez que este microrganismo estad entre os mais envolvidos em infec¢des
hospitalares principalmente os resistentes a meticilina (WALDVOGEL 2000; LOWY 2003,
DE LANCASTRE et al, 2007; RATTI, 2009).

Desta posicdo, a busca de novos compostos vegetais com acdo antimicrobiana se
apresenta como um modelo experimental, ecologicamente correto, para se produzir
substancias que sejam eficazes e menos agressivas aos homens, contribuindo, assim, com a

melhoria da qualidade de vida.
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6. CONCLUSOES

A presenga de metabdlitos secundarios, como taninos e flavondides, nos extratos de P.
guineense Swartz parece estar relacionada com a atividade antimicrobiana verificada contra
os microrganismos testados, uma vez que esses metabdlitos agem precipitando proteinas e
formando complexos na célula bacteriana.

Dentre os microrganismos estudados, o que apresentou maior susceptibilidade aos
extratos de P. guineense Swartz foi Staphylococcus aureus.

Em que se concerne aos estudos in vivo, ndo houve alteragdes morfoldgicas nem

celulares no tecido analisado.
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8. ANEXOS

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias Biologicas

M\

Recife, 21 de maio de 2008
Oficio n® 32/08

Da Comissao de Etica em Experimentagéo Animal (CEEA) da UFPE
Para; Profa. Eulélia de Azevedo Ximenes

Departamento de Antibiéticos - CCB

Universidade Federal de Pernambuco

Processo n°® 23076.00669 / 2008-89

Os membros da Comissdo de Etica em Experimentagéo Animal do Centro de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEEA-UFPE) avaliaram seu projeto de
pesquisa intitulado “Contribuicdo ao Estudo de Psidium guineense: Determinagdo
Farmacognéstica e Atividade Biolégica”.

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizagéo experimental dos animais
encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro para
Experimentagdo Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo National Institute of
Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais sdo adotadas como critérios de
avaliagéo e julgamento pela CEEA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei 9.605 -
art, 32 e Decreto 3.179-art 17, de 21/09/1999, que trata da questdo do uso de animais para fins
cientificos.

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos experimentais
realizados.

Atenciosamente,

Mg Wy @ [oueeScta
rota. Waria [eresé Jangem
) Presidente 40 CEEA/

\
UFPE

CCB: Integrar para desenvolver
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RESUMO

Psidium guineense Swartz, popularmente conhecido como aragd, ¢ pouco estudada quanto a sua
composicdo quimica, propriedades antimicrobianas e biocompatibilidade. O perfil fitoquimico dos
extratos éter de petroleo, acetato de etila, metandlico e aquoso, obtidos das folhas de P. guineense, a
atividade antimicrobiana destes extratos foram realizados. A anélise fitoquimica foi realizada por
Cromatografia em Camada Delgada e a atividade antimicrobiana por micro-diluicdo em meio
liquido. A andlise fitoquimica revelou a presenca de mono e sesquiterpenos nos extratos éter de
petroleo e acetato de etila; flavonoides no acetato de etila, metanodlico e aquoso; triterpenos e
esteroides no éter de petroleo; agucares no metanolico e aquoso; proantocianidinas e
leucoantocianidinas condensadas no metandlico e aquoso; e taninos hidrolisaveis no aquoso. Todos
os extratos ensaiados apresentam atividade antimicrobiana, sendo esta superior para cocos Gram-
positivos. Estes resultados corroboram P. guineense como uma planta promissora para o

desenvolvimento de medicamentos.

Palavras-chave: Psidium guineense, —composi¢do quimica, atividade antimicrobiana,

biocompatibilidade.



ABSTRACT

Psidium guineense Swartz is a shrub popularly known as araca. There’re not enough studies about
this plant related to chemical composition, antimicrobial properties. This study was designed to
examine the chemical composition of petroleum ether, ethyl acetate, methanol and water extract
obtained of P. guineense leaves; antimicrobial activities of these extracts. The chemical
composition was realized by Thin Layer Chromatography, the antimicrobial activity was
determined by broth microdilution method. The phytochemical screening indicated the presence of
mono and sesquiterpenes in petroleum ether extract; flavonoids in ethyl acetate, methanol and water
extracts; triterpenes and esteroids in petroleum ether; sugars; proanthocyanidins and
leucoanthocyanidins in methanol and water extracts; and hydrolysable tannins in water extract. All
of those P. guineense extracts showed antimicrobial activity, being better against Gram-positive
cocci. The results obtained in this research endorse the popular use of P. guineense leaves as a

promising plant to developing medicaments.

Key-words: Psidium guineense, chemical composition; antimicrobial activity, biocompatibility



INTRODUCAO

O emprego de plantas para uso medicinal representou, durante séculos, a Unica fonte de agentes
terapéuticos para o homem. Elas s3o freqiientemente utilizadas como agentes antiinflamatérios e no
tratamento de infec¢des microbianas (Apel et al. 2006, Calixto ef al, 2000, Silveira et al, 2007). A
procura por tratamentos fitoterapicos por parte da populacdo apresenta um notavel crescimento, o
que torna indispensavel uma investigacdo cientifica das plantas utilizadas na cura e prevencado de
doengas (Newall et al. 1996). A familia Myrtaceae ocorre na Mata Atlantica com mais de 50
espécies, de arbustos e arvores verdes durante todo o ano e cujas folhas opostas, com nervuras
marginais sdo freqlientes nesta familia, bem representada na Austrdlia, no Leste Asiatico e nas
Américas (Peixoto, Gentry 1990), (Barroso, Peréon 1994), (Landrum, Kawasaki 1997), (Tabarelli,
Mantovani 1999), (Tyler 1999), (Oliveira Filho, Fontes, 2000), (Guilherme ef al. 2004). O género
Psidium possui mais de 150 espécies e aproximadamente 15 espécies sdo nativas da América
Tropical (Costa, 2003). Aracazeiro € o nome genérico dado a varias espécies de mirtaceas fruteiras
do género Psidium com ampla dissemina¢do no Brasil. De uma maneira geral estdo distribuidos em
quase todos os estados do pais, existindo relatos de varias espécies que ocorrem do Rio Grande do
Sul até a Amazodnia. P. guineense ¢ de origem sul-americana e apresenta uma ampla area de
dispersdo (Brandao et al., 2002). No Brasil, esta planta encontra-se desde a Regido Norte até a
Regido Sudeste. No Nordeste, ocorre nas regides do litoral e zona da mata, principalmente nos
tabuleiros costeiros. E um arbusto de 2 a 2,5 m de altura, caule de 1,5 cm de comprimento; frutos
globosos, apresentam coloragdo verde clara a amarelo-verdosos com gosto acido (Andrade, 1957),
(Pio-Corréa, 1978), (Mattos, 1993), (Dematté, 1997).

A espécie P. guineense € utilizada como planta medicinal no interior do Brasil, em uma decocg¢ao
das raizes ¢ usado para o tratamento de doengas do trato urindrio e gastrointestinal. Na Costa Rica ¢
empregada no tratamento de varizes e tlceras nas pernas. Cha das folhas ¢ usado para resfriados e

bronquites (Chavarria et al, 1998), (Akerele, 1991), (Gonzalez et al, 2005). Todavia, ainda sdo



escassos os estudos sobre a composi¢do fitoquimica e o potencial medicinal das folhas desta planta

sobre microrganismos multidroga resistentes freqiientemente isolados da pratica médica.



MATERIAL E METODOS

Coleta e identificacio do material vegetal

Folhas de P. guineense Swartz (aragd) foram coletadas no municipio de Itamaraca (7°46°05°’S;
34°50° 14°W) — PE em novembro de 2007. A identificagdo do material vegetal foi feita pela
botanica Olivia Cano no Instituto Agronomico de Pernambuco — IPA. Uma exsicata da espécie

vegetal encontra-se depositada no Herbario Dardano de Andrade Lima - IPA, sob o numero 52.585.

Preparaciao dos extratos

As folhas de P. guineense foram secas a temperatura ambiente e em seguida trituradas em moinho
elétrico. Os extratos das folhas (50 g) de P. guineense foram obtidos por esgotamento com 0s
seguintes solventes em polaridade crescente: éter de petroleo (EEP), acetato de etila (EACE),
metanol (EM) e agua (EA). Cada extrato foi filtrado e os solventes eliminados com o auxilio de
evaporador rotatdrio sob pressdo reduzida. Os extratos foram acondicionados em frasco ambar e
mantidos a baixa temperatura, exceto para o extrato aquoso que foi liofilizado. O rendimento para
cada extrato foi calculado a partir de 50 g das folhas sendo de 1,3%, 2,3%, 9,8% e 3,7% (p/p) para

os extratos éter de petrdleo, acetato de etila, metanolico e aquoso respectivamente.

Determinacio do perfil fitoquimico de extratos de P. guineense

Dos extratos foram retirados 15uL e submetidos a cromatografia em camada delgada analitica
(CCDA) em placas de gel de silica (MERK-Germany, 15553), empregando-se diversos sistemas de
solventes (Quadro 1), bem como reveladores especificos para a pesquisa de metabdlitos secundarios
dos extratos das folhas de P. guineense a saber: Alcaldides, derivados cindmicos e
fenilpropanoglicosideos, = cumarinas,  flavondides,  proantocianidinas = condensadas e

leucoantocianidinas, taninos hidrolisaveis, mono e sequiterpenoides, triterpendides e esterdides,



iridoides, saponinas, agucares redutores (Randau et al, 2004). A determinag@o de antraquinonas foi

realizada pela metodologia de Borntridger em tubos de ensaio (Costa, 2002).

Microrganismos utilizados

Neste experimento foram utilizados 48 microrganismos sendo 42 deles obtidos a partir de
espécimes de pacientes acometidos por infeccdes e com um fendtipo de resisténcia para diversos
agentes antimicrobianos, incluindo cocos Gram-positivos, bacilos Gram-negativos, e levedura do
género Candida e 6 microrganismos pertencentes a colecdo do Departamento de Antibioticos da
Universidade Federal de Pernambuco e do American Type Culture Collection Staphylococcus
aureus ATCC 6538, Enterococcus faecalis ATCC 27212, Escherichia coli ATCC 8739, Salmonella
choleraesuis ATCC 14028; Salmonella enterica UFPEDA 415, Pseudomonas aeruginosa ATCC
9027.

Determinacio da Concentracio Inibitéria Minima

Para a determinago da concentragdo inibitdria minima (CIM) dos extratos de P.guineense (200uL)
foi utilizada o método de microdilui¢do em placas preconizado pelo CLSI (2005). Os extratos das
fracdes éter de petrdleo, acetato de etila e metanol (40mg) foram solubilizados num sistema
composto por dimetilsuféxido — DMSO, Tween 80, agua (1,5:1:17,5) de modo a se adquirir uma
concentracdo final de 2mg/mL. . O po6 liofilizado do extrato aquoso de P. guineense foi pesado e
solubilizado em agua destilada e esterilizada de forma a obter uma solugdo de igual concentragdo.

Todos os extratos foram esterilizados por filtracdo com filtros de porosidade 0,45um.

Analise estatistica
Os resultados da CIM de P. guineense foram expressos em média e desvio padrdo. O efeito dos
diferentes extratos em cada microrganismo foi avaliado pelo Teste Kruskal-Wallis, com

significancia de a=0,05 pelo software estatistico BioEstat 5.0.



RESULTADOS E DISCUSSAO

Perfil Fitoquimico

A andlise fitoquimica dos extratos de P. guineense mostrou a presenga de mono e sesquiterpenos
nos extratos éter de petroleo e acetato de etila; flavondides nos extratos acetato, metandlico e
aquoso; triterpenos e esterdides no extrato éter de petroleo; acucares nos extratos metanolico e
aquoso; proantocianidinas e leucoantocianidinas condensadas no metandlico e aquoso; e taninos
hidrolisaveis no extrato aquoso. Nao foi observada a presenca de alcaldides, saponinas, iridoides,

cumarinas, derivados cinamicos, fenilpropanoglicosideos e antraquinonas. (Tabela 1).

Tabela 1. Pesquisa dos metabolitos secundarios nos extratos de Psidium guineense Swartz

Metabolitos secundarios Eter de Petréleo Acetato de Etila Metanol Agua
Alcaléides ) ) ©) )
Antraquinonas -) ) ) )
Derivados cindmicos e fenilpropanoglicosideos ) ) ) )
Cumarinas ) ©) ) )

Flavonoéides ) +H) (+++) (++)
Proantocianidinas condensadas e leucoantocinidinas ) ) (++) G
Taninos hidrolisaveis ) Q) Q) (+)
Triterpendides e esteroides () ) ) )
Mono e sequiterpendides (+++) (++) ) )
Iridéides ¢) ©) Q) )
Saponinas ) ) ) )
Actcares redutores ) ) H (+)

(-) Auséncia de bandas do metabdlito no extrato de Psidium guineense Swartz; (+) Presen¢a de uma banda
do metabolito no extrato de Psidium guineense Swartz; (++) Presenca de duas a cinco bandas do
metabolito no extrato de Psidium guineense Swartz; (+++) Presenca de mais de cinco bandas do
metabolito no extrato de Psidium guineense Swartz.

Atividade Antimicrobiana de P. guineense
A andlise da atividade antimicrobiana dos extratos éter de petréleo (EEP), acetato de etila (EAcEY),

metanolico (EM), e aquoso (EAQ) frente aos 48 microrganismos testados, estdo apresentados na



tabela 2. Todos os extratos de P. guineense mostraram ativos frente aos microrganismos ensaiados,
cujas CIM variou de 2 a 0,2 mg/mL. De todos os microrganismos, as cepas de Staphylococcus
aureus revelaram ser as mais sensiveis cuja média de concentracdo inibitéria minima foi de
0,25+0,20; 0,34+0,30; 0,5+0,20; 0,30+0,10, respectivamente para o extrato aquoso, metanolico,

acetato de etila e éter de petroleo. (Tabela 2).

Tabela 2. Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) de Psidium guineense.

CIM mg/mL
Microrganismos EAQ EM EACcEt EPP
X+ x+0 X+0 X£0
Enterococcus faecalis (n=10) 1,00+0 0,9040,10 0,90£0,10 1,00+0
»n A 8
§ § E Staphylococcus aureus (n=8) 0,25 +0,20 0,34+0,30 0,50+0.20 0,30+0,10
QU é
Escherichia coli (n=4) 2,00+0 2,00+0 2,00+0 1,50+0,50
w , 2 Pseudomonas aeruginosa (n=10) 2,000 1,00+0 0,90+0,10 1,000
= E 2
2%
FCE .
= Salmonella entérica (n=6) 2,000 2,000 2,00+0 1,10+0,40
«
o
2
:>: Candida albicans (n=10) 1,90+0,30 2,00+0 2,00+0 2,00+0
]

CIM= Concentracdo Inibitéria Minima; EEP= Extrato Eter de Petréleo; EM= Extrato Metanol; EAcET= Extrato Acetato de
Etila; EAQ= Extrato Aquoso; x= média de duas manipulgdes; 6= desvio padrao

Através dos resultados obtidos, verificou-se que nas cepas de Pseudomonas aeruginosa, o extrato
aquoso apresentou menor atividade antimicrobiana quando comparada com os demais, entre as
cepas de Salmonela enterica, o extrato éter de petrdleo se mostrou o mais ativo. Dentre os demais
microrganismos, ndo foi observada diferenga estatisticamente significativa entre os extratos. Dentre
os microrganismos testados as cepas de Staphylococcus aureus se mostraram mais susceptiveis aos
extratos de P. guineense. Estes resultados sdo bastante significativos, uma vez que a literatura tem
mostrado um aumento na morbidade e mortalidade causadas por infec¢des estafilococicas. Além
disso, a maioria dos microrganimos estudados apresenta resisténcia a diversos antimicrobianos. A

presenca de metabolitos secundarios, como taninos e flavonodides, nos extratos metandlico e aquoso



de P. guineense pode estar relacionada a atividade antimicrobiana verificada sobre as cepas de S.
aureus. Neste sentido, (Gonzdlez er. al. 2005), testaram fracdes do extrato etanolico: éter de
petrdleo, diclorometano, acetato de etila e metanol da casca (verde e madura), folhas e polpa dos
frutos (verdes e maduros) de P. guineense, os quais demonstraram ter atividade antimicrobiana
frente as cepas Streptococcus mutans ATCC31089 e Streptococcus viridans (isolada de um paciente
da Universidade Javeriana) ambos os microrganismos Gram-positivos. Segundo o autor, a acdo
antimicrobiana esta associada aos taninos e flavonoides encontrados no extrato etanolico das folhas
de P. guineense. A discreta atividade inibitdria dos extratos de P. guineense, sobre as bactérias
Gram-negativas e leveduras Candida albicans, estd provavelmente relacionada as diferengas
estruturais que estas bactérias e leveduras apresentam em relacdo as Gram-positivas, como a
presenca de uma membrana externa sobre o peptideoglicano, de capsula, de porinas, e na propria
constituicdo da parede celular (KONEMAN ef al., 1999), o que pode estar dificultando a agdo dos

componentes bioativos dos produtos vegetais investigados.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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