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RESUMO

As espécies do género Psidium apresentam frutos que sdo muito utilizados para alimentacao
pela populagdo. Na medicina popular estas espécies sao utilizadas, em processos de
cicatrizacdo por suas propriedades adstringentes, além disso, sdo usadas como calmante,
anticonvulsivante, estimulante digestivo e menstrual, antiséptico, antioxidante, depressor do
sistema nervoso central, febrifugo, contra feridas, tlceras, dor de dente, tosse, dor de garganta
e inflamagdo. O presente trabalho relata o estudo quimico e a avaliagdo das atividades
antimicrobianas apresentadas pelos 6leos essenciais de cinco espécies do género Psidium. Os
Oleos essenciais foram extraidos das folhas frescas de Psidium myrsinites 1 (araga encarnado),
Psidium myrsinites 2 (aragd preto), Psidum myrsinites 3 (aragd amarelo), Psidium
sobraleanum (araga de veado) e Psidium guajava (goiaba), por hidrodestilacio e os
constituintes quimicos identificados por CG/EM. Como compostos majoritarios destacam-se
o acetato de nerila (35,7 e 32,7 %), 1,8-cineol (16,2%); d-cadinol (29,3%) e limoneno
(96,2%). Os o6leos essenciais foram avaliados para a atividade antimicrobiana isoladamente e
em interacdo direta e indireta com os antibidticos aminoglicosideos e antifingicos, por
microdilui¢do e contato gasoso. Os resultados do screening da atividade antimicrobiana
mostraram que todos os Oleos obtiveram atividade, mesmo que discreta, frente a todas as
linhagens bacterianas e leveduras. Na atividade moduladora foi observada uma interferéncia
dos o6leos para todos os aminoglicosideos e antifungicos analisados por microdilui¢do e
contato gasoso, sendo observada uma interagdo sinérgica na maioria das associagdes com 0s
0leos. Sendo assim, os Oleos essenciais das espécies do género Psidium podem vir a ser
potenciais agentes terapéuticos para o tratamento de patologias causadas por agentes
microbianos, atuando como antimicrobiano e modulador das atividades de antibidticos, bem
como fornece uma contribui¢cdo para o conhecimento das atividades biologicas das espécies
do género Psidium.

Palavras-Chave: dleos essenciais; atividade antimicrobiana; Psidium myrsinites 1; Psidium
myrsinites 2; Psidum myrsinites 3; Psidium sobraleanum ; Psidium guajava.



ABSTRACT

Psidium species are used as food plants by people. In popular medicine, the species are used
in healing process because their astringent properties. Besides this, they are used as
tranquilizer, anticonvulsant, digestive and menstrual stimulant, antiseptic, antioxidant, central
nervous system depressor, febrifugue, wound healing, ulcers, toothache, cough, sore throat
and inflammation. This work reports the chemical study and the antimicrobial activity
evaluation of essential oils from five species of Psidium. The essential oils were extracted by
hydrodistillation from fresh leaves of Psidium myrsinites [ (aragd encarnado), Psidium
myrsinites 2 (araca preto), Psidum myrsinites 3 (aragd amarelo), Psidium sobraleanum (araca
de veado) and Psidium guajava (goiaba). The chemical constituents were identified by
GC/MS. The majoritary compounds found were neryl acetate (35.7 and 32.7%), 1.8-cineole
(16.2%), d-cadinol (29.3%) and limonene (96.2%). The essential oils were analysed for their
antimicrobial activity alone and the interaction with aminoglycosides antibiotics and
antifungics, by microdillution and gaseous contact assays. The results obtained from
antibacterial screening showed that the five essential oils were active against all bacterial and
yeast strains. On the modulatory activity test, it was observed that the essential oils influenced
the aminoglycosides and antifungic profiles. The synergism of the essential oils and
aminoglycosides was verified too. In conclusion, the essential oils from Psidium species can
be source of potential therapeutic tools to treat infectious diseases, acting as antimicrobial and
modulators of antibiotic activity. This study also provides a contribution to the knowledge of
biological activities from Psidium species.

Key-words: essential oils; antimicrobial activity; Psidium myrsinites 1; Psidium myrsinites 2;
Psidum myrsinites 3; Psidium sobraleanum; Psidium guajava.
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1. INTRODUCAO

A Fitoterapia, do grego therapeia = tratamento e phyton = vegetal, ¢ definida como o
estudo de plantas medicinais e suas aplicacdes terapéuticas no tratamento e cura de doengas e
vem crescendo notadamente nestes ultimos anos (YUNES, PEDROSA ¢ CECHINEL FILHO,
2001).

O uso de plantas no tratamento e na cura de enfermidades ¢ muito antigo (MACIEL
et al., 2002), acredita-se que na China deve ter surgido no ano 3000 a.C. No Brasil, essa
pratica também tém sido utilizada durante muito tempo, por grupos indigenas em seus rituais
religiosos e de cura (DI STASI, 2007).

Nos ultimos anos tem-se verificado um grande avango cientifico envolvendo os
estudos quimicos e farmacologicos de plantas medicinais que visam obter novos compostos
com propriedades terapéuticas (CECHINEL e YUNES, 1998), com a finalidade de suprir as
novas exigéncias de uma populacio cada vez maior e mais duradoura.

A avaliagdo do potencial terapéutico de plantas medicinais ¢ de alguns de seus
constituintes, tais como flavonoides, alcaldides, triterpenos, sesquiterpenos, taninos, lignanas,
etc, tem sido objeto de incessantes estudos, onde ja foram comprovadas as agdes
farmacoldgicas através de testes pré-clinicos com animais (CALIXTO et al., 1991).

Além disso, produtos oriundos de plantas tém demonstrado potencial antimicrobiano
frente a uma grande variedade de microorganismos, dentre fungos, bactérias e virus, e
significativa atividade antioxidante (ASOLINI et al., 2006).

Neste contexto, o género Psidium se destaca por apresentar espécies com grande
potencial terapéutico e diversas atividades biologicas e farmacologicas, dentre elas: atividade
antioxidante, hepatoprotetora, antitumoral, antimicrobiana, antiinflamatodria, e anticestddea
(ABREU et al, 2006; UBOH, OKON e EKONG, 2010; CHEN et al, 2009; NAIR,
KALARIYA e CHANDA, 2007; GONCALVES et al., 2008; ARIMA ¢ DANNO, 2002;
CHOl et al., 2008; TEMGENMOGLA e ARUN, 20006).

Essas atividades justificam seus usos na medicina popular como antiséptico, no
tratamento de diabetes, antiinflamatorios, contra caries, como tratamento para diarréia e dores
no estdmago devido a indigestio, no tratamento de gastrite ¢ de laringites (MEJIA e
RENGIFO, 2000; MITCHELL e AHMAD, 2006; TEIXEIRA et al., 2003; HOLETZ et al.,
2002).
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Sendo assim, esse estudo tem objetivo de avaliar as atividades microbioldgicas dos
0leos essenciais de cincos espécies do género Psidium, a saber, Psidium guajava, Psidium
sobraleanum, Psidium myrsinites 1, Psidium myrsinites 2 ¢ Psidium myrsinites 3, ¢ identificar
a composicao quimica de seus oleos a fim de validar seu uso como agente terap€utico, para a

sintese e elaboragdo de novos fitofArmacos e/ou fitomedicamentos.



OBJETIVOS
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Realizar o estudo quimico e avaliar as atividades antimicrobianas de cinco espécies do

género Psidium.

2.2 Objetivos especificos

e Identificar as espécies, partes das plantas, tipo de preparagao e atividades biologicas
do género Psidium, na literatura naacional e internacional;

e Extrair e caracterizar quimicamente os 6leos essenciais das espécies P. guajava, P.
sobraleanum, P. myrsinites 1, P. myrsinites 2 € P. myrsinites 3;

e Avaliar o espectro de a¢do e o grau de inibicdo dos Oleos essenciais das cinco
espécies, frente a linhagens de bactérias e fungos;

e Verificar o efeito modificador da atividade antimicrobiana, por contato direto e por

contato gasoso, frente a bactérias e fungos por 6leos essenciais.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFIA

3.1 Familia Myrtaceae

A familia Myrtaceae compreende cerca de 100 géneros e 3.500 espécies de arvores e
arbustos que se distribuem por todos os continentes, a excecdo da Antartica, mas com nitida
predominancia nas regides tropicais e subtropicais do mundo (BARROSO, 1991;
MARCHIORI e SOBRAL, 1997). Todas as mirticeas brasileiras estdo incluidas na Tribo
Myrteae (WILSON et al., 2005), representada por aproximadamente 1.000 espécies.

Esta ¢ uma das familias mais importantes do Brasil (LANDRUM e KAWASAKI,
1997). Os principais géneros dessa familia sdo Eucalyptus (500 éspécies); Malaleuca (100
espécies); Eugenia (600 espécies), Myrcia (300 espécies), Syzygium (200 espécies) e Psidium
(100 espécies) (CRONQUIST, 1981; BARROSO e PERON, 1994; LANDRUM e
KAWASAKI, 1997).

Os espécimes de Myrtaceae sdo plantas lenhosas, arbustivas ou arbéreas, com folhas
inteiras, de disposicdo alterna ou oposta e 4s vezes oposta cruzada, com estipulas muito
pequenas. Suas flores sdo em geral brancas ou as vezes vermelhas, efémeras hermafroditas, de
simetria radial. Encontram-se inseridos nessa familia desde pequenos arbustos de ndo mais
que 2 m de altura, até grandes arvores com mais de 10m (CRONQUIST, 1981; JOLY, 1977).

A familia tem grande importdncia econdmica, uma vez que varias espécies sdo
utilizadas na alimentacdo, fornecem madeiras, possuem propriedades medicinais e potencial
ornamental. Entre as espécies apreciadas por seus frutos temos a goiaba (Psidium guajava L.),
a uvaia (Eugenia uvalha L. e E. pyriformes L.), a pitanga (E. uniflora L.), a cerejeira (E.
bracteata Vell.), o jambo (Syzygium jambos (L.) Alston), além da jaboticaba (Plinia
cauliflora L.) e do cambuci (Campomanesia phaea (O. Berg) Landrum), também utilizadas
na fabricagdo de licores (BARROSO 1991; KAWASAKI e LANDRUM, 1997).

Virias espécies de Psidium sao utilizadas popularmente para aliviar disenterias, como
anestésicos e por apresentar atividade fungicida (Psidium acutangulum DC.). Algumas
espécies, como o cravo (Syzygium aromaticum L.) Merr.) e a pimenta (Pimenta oficinalis
Lindl.), fornecem condimentos. Entre as grandes produtoras de madeira ¢ também de anti-

sépticos, destacam-se varias espécies de Fucalyptus L'Her. Além disso, espécies ornamentais



25

merecem destaque como, Myrtus communis L., na confec¢do de grinaldas e também algumas
espécies de Melaleuca L., na arborizagdo urbana (ALMEIDA et al., 1998; BARROSO, 1991;
JUDD et al., 2002; KAWASAKI e LANDRUM, 1997; MILES et al., 1991; SILVA, 1998).

3.2 Género Psidium

O género Psidium inclui aproximadamente 150 espécies, que sdo todas arvores
frutiferas ou arbustos (JAISWAL e JAISWAL, 2005). O termo araga ¢ usado no Brasil para se
referir a espécies de Psidium silvestres, entre as quais P. cattleyanum Sab., P. incanescens
Martius, P. gradiflorum Martius e P. arboretum Vell. que sao espécies nativas da América do
Sul (RASEIRA ¢ RASEIRA, 1996).

As espécies desse género podem variar de subarbustos a arvores, com ramos nao
dicotdmicos e casca cinza e lisa, flores solitarias, axilares ou em partes dos ramos, sem folhas
ou dicéasios 3-7 flores. Bractéolas deciduas ou persistentes apdés a antese. Calice
completamente fechado no botdo, rompendo-se na antese em 3-5 lobos irregulares,
eventualmente deciduos; pétalas presentes; ovario 3-10-locular, com muitos 6vulos por
l6culo; hipanto presente. Frutos plurisseminados, coroados por vestigios do célice ou cicatriz

circular; sementes numerosas, com testa 6ssea e embrido mirtdéide (MCVAUGH, 1969).

3.3 Espécies estudadas

3.3.1 Psidium sobraleanum Proenga Landrum

A espécie Psidium sobraleanum Proenga Landrum, ¢ uma espécie conhecida
popularmente como aracd de veado e esta presente na regido da Chapada do Araripe, no
estado do Ceara. Entretanto, ha indicios que se trata de uma espécie nova, motivo pelo qual

nao ha registros de sua existéncia na literatura.
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Figura 1: Foto da espécie Psidium sobraleanum

Fonte: Foto da autora

3.3.2 Psidium myrsinites DC. A

A espécie Psidium myrsinites DC. A. apresenta sinonimia com Psidium myrsinoides
(PINTO, LENZA, e PINTO, 2009) e ¢ conhecida popularmente como aragd, esta distribuida
nos estados de Goias, Bahia, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Tocantins,
Ceara, Maranhao, no cerrado brasileiro e em areas de encosta (FRAZON et al., 2009; SILVA
JUNIOR, 2005). O nome aragé vem do tupi ara 'sa, ou do guarani ara (céu), e aza (olho), que
significa fruta com olhos ou olhos no céu (DONADIO, MORO e SERVIDONE, 2002;
SILVA JUNIOR, 2005).

Psidium myrsinites apresenta-se na forma de arvore com copa com ramos € gemas
terminais glabros, troncos com até 21 cm de diametro; ritidoma acinzentado ou castanho liso,
com depressdes de placas irregulares que se desprendem do tronco; folhas simples, opostas,
cruzadas, elipticas de 6 a 16 cm de comprimento ¢ 3 a 8 cm de largura. As folhas sdo
coriaceas; discolores, mais claras na face inferior, as flores possuem até 2 cm de didmetro
com cinco pétalas livres, de cor branca, os frutos tem até 2 cm de comprimento, piriformes, e

as sementes sdo esferéides, muitas por fruto (SILVA JUNIOR, 2005).

Os frutos servem de alimentagdo para a fauna e também sao utilizados pelo homem, para

consumo in natura ¢ na forma de iguarias regionais como doces e geléias. A espécie tem
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potencial para o paisagismo, principalmente pela linda folhagem, e ¢ util para a recuperacao
de areas degradadas, por atrair aves dispersoras de sementes (FRAZON et al., 2009; SILVA
JUNIOR, 2005).

Algumas espécies nativas de aracd também vém despertando a atencdo da industria
farmacéutica, pois as frutas sdo ricas em vitaminas e em substincias antioxidantes, entre
outras, como 6leos essenciais que podem ser extraidos das folhas e de outras partes da planta.
Um estudo, com a espécie P. myrsinites, indicou a presenca do composto linalol na
composi¢ao quimica de suas folhas, que desperta interesse na industria de cosmético e
perfumes devido a utilizagdo dessa substancia como fixador (FRAZON et al., 2009).

Na medicina popular a espécie P. myrsinites ¢ utilizada para cicatrizagdo, devido a suas
propriedades adstringentes e contra a diarréia (SOUZA et al., 2004, SOUZA e FELFILI,
2006), no entanto, poucos estudos relatam as atividades e a composicao quimica dessa
espécie.

Nesse estudo, P. myrsinites ¢ relatada com trés possiveis quimiotipos, ou seja, a mesma
espécie apresentando Oleos essenciais com variagdes qualitativas e quantitativas, indicando
que essas espécies podem apresentar atividades distintas, bem como diferencas morfoldgicas
(TAVARES et al., 2005).

Outros estudos com o dleos essenciais de quimiotipos diferentes tem sido relatados, como
no caso das espécies de Lippia alba, Ocimum gratissimum, Mentha piperita, Rosmarinus
officinalis (TAVARES et al.,, 2005; VIANNA, 2009; SOUSA et al., 2004a; MAFFEI,
MUCCIARELLI e SCANNERINI, 1993), indicando que fatores ambientais podem afetar as
caracteristicas morfologicas e quimicas de espécies vegetais.

A espécie P. myrsinites, foi estudada com seus trés quimiotipos, conhecidos
popularmente como ara¢d encarnado, araga preto e araca amarelo. Neste trabalho foram
denominadas como: P. myrsinites 1 (araca encarnado); P. myrsinites 2 (aragd preto) e P.

myrsinites 3 (aragd amarelo).
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Figura 2: A - Foto da espécic Psidium myrsinites 1; B - Foto da espécie Psidium myrsinites 2 ¢ C -

Foto da espécie Psidium myrsinites 3

Fonte: Foto da autora

3.3.3 Psidium guajava L.

Psidium guajava é considerada nativa do México (RIOS et al., 1977), mas estende-se ao
longo da América do Sul, Europa, Africa e Asia. A espécie cresce em todas as areas tropicais
e subtropicais do mundo e adapta-se a condicoes climaticas diferentes, mas prefere climas
aridos. E uma arvore pequena, que pode atingir 10m de altura e apresenta folhas opostas,
pecioladas de forma oval com lamina proeminente, nervuras pinadas, 5-15 cm de
comprimento. As flores sdo pouco vistosas, pétalas esbranquicadas at¢ 2 cm e estames
numerosos (STONE, 1970). Os frutos sao globosos, amarelos e carnudos, com
aproximadamente 5 cm de didmetro e possuem um mesocarpo rosa comestivel, que contém
numerosas sementes brancas pequenas (GUTIERREZ, MITCHELL e SOLIS, 2008).

Esta ¢ denominada comumente de goiabeira em portugués, guava em inglés e guayabo em
espanhol (LOZOYA et al., 2002) e ¢ uma das espécies mais comuns, crescendo
espontaneamente em terrenos baldios, pastos e margem de estradas. Ela ¢ freqiientemente
cultivada, em razdo de seus frutos comestiveis, em pomares domésticos ou plantagdes
comerciais para a industria alimenticia (LORENZI, 1992).

Os frutos da goiabeira (P. guajava L.) se destacam dentre os frutos tropicais nao sé
devido as suas boas caracteristicas organolépticas (sabor e aroma) como também nutricionais,

sendo considerados, portanto, alta fonte de vitamina C, teores de vitamina A e do grupo B,
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como a tiamina e a niacina, fibras ¢ minerais como fosforo, ferro ¢ calcio (VIEIRA et al.,
2008), possuem ainda alto contetdo de licopeno, um importante carotendide que ajuda no
combate a doengas cardiovasculares e possui caracteristicas funcionais anticancerigenas
(BRAMLEY, 2002; LERICI, NICOLI e ANESE, 2000; SHI et al., 1999; VIEIRA et al.,
2008). Além dessas caracteristicas benéficas, a goiaba ¢ um fruto com excelente aceitagdo
para o consumo natural e de grande importdncia na indistria, em virtude do seu
aproveitamento na forma de varios produtos, como goiabadas, geléias, pastas, fruta em calda,
puré€, alimento para crianga, base para bebidas, refrescos, sucos e xaropes (VIEIRA, et al.,
2008).

Segundo Soubihe Sobrinho (1956) e Koller (1979), a goiabeira adapta-se aos mais
variados tipos de solo, entretanto devem ser evitados solos “pesados” e com drenagem
deficiente. Os solos mais propicios ao cultivo dessa arvore sdo aqueles areno-argilosos,
profundos, permedveis, ricos em matéria organica e com pH em torno de 5,5 a 6,0 (MAIA,
GARCIA e LEITE, 1988; MEDINA, 1988). Além disso, fatores como condigdes climaticas,
praticas de plantio, o cultivar utilizado ¢ o manuseio pos-colheita influenciam a vida 1til e a
qualidade das frutas frescas da goiaba (PEREIRA et al., 2005).

Esta espécie ¢ reconhecida popularmente como medicinal, sendo utilizada contra colicas e
diarréias, tendo também agao diurética, além disso, o cha feito das folhas também ¢é muito
utilizado para cdimbras (MORALES et al., 1994, ALMEIDA et al., 1995; CARVALHO et
al.,2002; LUTTERODT, 1989; LOZOYA et al., 2002).

As frutas, folhas e cascas sdo tradicionalmente usadas como medicamentos herbacios e
incluem muitos usos terapéuticos inclusive amebicida, analgésico, vermifugo, anti-malarial,
antibacteriano, antiespasmoédico, adstringente, antiinflamatorio, contra algumas doencas
psiquicas e hiperglicemia. Outros usos medicinais documentados sdao calmante,
anticonvulsivante, estimulante digestivo e menstrual, antiséptico, antioxidante, depressor do
sistema nervoso central, febrifugo e um remédio tropical para infec¢des de orelha e olhos
(PENG, HSIEH e CHEN, 2008). Na parte do nordeste da [ndia, Naga, varias tribos utilizam a
decocgao das folhas frescas de P. guajava como um remédio para infecgdes contra vermes
intestinais (TEMGENMOGLA e ARUN, 2006).

Os extratos de raizes, cascas e folhas sdo usados para tratar gastroenterites, disenteria,
feridas, ulceras, dor de dente, tosse, dor de garganta, inflamacdo e varias outras condigdes

(MORTON, 1987).
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Diversos estudos indicam a presenca de oOleo essencial nas folhas de P. guajava,
entretanto, essa composicao quimica pode variar de acordo com a regido onde ocorre a coleta.

Segundo Lima et al. (2009), a caracterizagao do 6leo essencial por CG-EM, revelou a
presenga de a-terpineol (0,9%), 1,8-cineol (7,0%), B-cariofileno (7,2%) e 6xido de cariofileno
(13,8%). Outros compostos como a-humuleno, B-guaieno (CRAVEIRO et al., 1981;
OGUNWANDE et al., 2003; SILVA et al., 2003), B-bisaboleno, aromadendreno, p-selineno,
a-pineno e trans-cariofileno (PINO ez al., 2001; LI, CHEN e LUO, 1999; CHEN et al., 2007,
COLE e SETZER, 2007), tém sido descritos também para o 6leo essencial de P. guajava.

Além do o6leo essencial, as folhas de P. guajava apresentam compostos como
aminoacidos, triterpendides (dcido oleanico, acido wursdlico, acido catecdlico, acido
guayavolico, acido maslinico, acido eldgico), esterdides, compostos fendlicos, saponinas,
carotenoides, acidos volateis [(E)- acido cinamico e (Z)-3-acido hexenodico], acidos graxos,
cumarinas, taninos, flavonoides, B-sitosterol e lectinas (OPUTE, 1978; CUELLAR, LARA e
ZAYAS, 1984; IDSTEIN, BAUER e SCHREIER, 1985; MERCADANTE, STECK ¢
PFANDER, 1999; GUPTA, 1995; GONCALVES et al., 2008; TEMGENMOGLA e ARUN,
2006; CHOMNAWANG et al., 2005; CORREA, 1984; ALONSO, 1998).

A atividade antimicrobiana de P. guajava ¢ relatada em diversos estudos (JAIARJ et
al., 1999; CHOMNAWANG et al., 2005; QADAN et al., 2005; ROBBERS, SPEEDIE ¢
TYLER, 1997; VIEIRA et al., 2001; CARCERES et al., 1993; SANTOS et al., 1998; LIMA
et al., 2010), onde se destacam a atividade dos extratos aquoso, hidroalcéolico e metanolico
sobre as linhagens de Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Sarcina lutea, Serratia
marcescens, Shigella flexneri, Staphylococcus albus, Staphylococcus aureus, Salmonella
enteritidis, e Bacillus cereus e atividade antifungica contra Candida albicans, Candida krusei,
Candida parapsilosis e Candida stellatoidea e Aspergillus fumigatus, Arthrinium sacchari e
Chaetomium funicola (SANTOS et al., 1998; NASCIMENTO et al, 2000; GNAN e
DEMELLO, 1999; CARCERES et al., 1991, SATO et al., 2000).

Outras atividades como hipoglicemiante (JAIARJ et al, 1999); efeito anti-
proliferativo, antioxidante (MANOSROI, DHUMTANOM e MANOSROI, 2006;
SACCHETTI et al., 2005; HSIEH et al., 2007), anticarciogénico (CHEN et al, 2008),
atividade antinociceptiva (SHAHEEN et al., 2000; SANTOS et al., 1998; LUTTERODT,

1989), dentre outras, sdo relatadas para essa espécie.



31

Figura 3: Foto da espécie Psidium guajava

Fonte: http://www.sulfotoclube.net

3.4 Levantamento do género Psidium

O género Psidium, conforme citado anteriormente, ¢ constituido por mais de 150
espécies que sao utilizadas hd muitos anos com diversos fins. O levantamento realizado neste
estudo relata as espécies mais estudadas do género Psidium, bem como, as partes, tipo de
preparacdo, atividades biologicas e farmacologicas encontradas.

As informagdes contidas nesse levantamento estdo baseadas nos trabalhos publicados
nos ultimos 10 anos (2000 a 2010), e foram obtidas através de pesquisa em periddicos
disponiveis na base de dados do sistema CAPES, através do acesso a mais de 50 revistas
indexadas. Outros bancos de dados como o PubMed, Scirus, Scielo e Bireme, também foram

utilizados.



Tabela 1. Publicacdes sobre espécies de Psidium no periodo entre 2000 - 2010.

Composiciao

Referéncia

Parte

Tipo de material

Atividade

ABREU et al., 2006

Espécie

P. guajava

Folhas

Atividade antioxidante

Possivel efeito vasoconstritor

OLATUNIJI-BELLO et al.,
2007

Potente atividade
anticoagulante

Acido ferulico, acido
galico e quercetina

HSIEH et al., 2007

Atividade antibacteriana

PESEWU, CUTLER e
HUMBERA, 2008

Agente anti-LDL

HSIEH et al., 2007

Atividade antioxidante

Flavonoides e
compostos fenolicos

CHEN et al., 2007

Propriedade hepatoprotetora

SAMBO, GARBA ¢
TIMOTHY, 2009

Extrato aquoso

Atividade henatonrotet All.calo,fes’ﬂavf.?o@?’s’ UBOH, OKON ¢
ividade hepatoprotetora | glicosideos, polifendis, EKONG, 2010
saponinas e taninos
o A . CHENG, SHEN e BEAWU,
Efeito hiperglicémico quercetina 2009
OJEWOLE, AWE e

Atividade antidiarréica em
ratos

CHIWORORO, 2008

Atividade anti-cancér
quimiopreventiva

Compostos fenolicos

PENG et al., 2010

Atividade anticancér

Compostos fenolicos,
flavonoides e acido
galico

CHEN et al., 2007

Atividade hepatoprotetora

Carboidratos, taninos,
flavonoides, saponinas,

ROY, KAMATH e ASAD,
2006

esterdides, proteinas
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(Cont.)

P. guajava

Folhas

Extrato aquoso

Atividade

S, Quercetina BIRDI et al., 2010
antidiarréica
Acido gélico,
At.l vidade ) catequma, ) CHEN et al., 2009
antitumoral epicatequina, rutina,
quercetina.
Efeito espasmolitico Flavonoides e CHIWORORO e
P terpendides OJEWOLE, 2009
Atividade anti - i DEGUCHI e MIYAZAKI,
hiperglicémica 2010
I Taninos ¢ GONCALVES et al., 2005
rotavirus de simio flavonodides

Efeito bacteriostatico
sobre S. sanguinis, S.
mitis € Actinomyces

FATHILAH et al., 2009

sp.

Extrato etanslico, Atividade TACHAKITTIRUNGROD

acetato de etila, L -

antioxidante etal., 2007
butanol e metanol
Extrato de Inibicdo de a-amilase
acetona/éter de ¢ - - KARTHIC et al., 2008
. pancreatica
petroleo

Extrato acetona/agua

Atividade contra P.
acnes

QADAN et al., 2005
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(Cont.)

Extrato metanilico,

Atividade
antimicrobiana
intensa contra

bactérias Gram-

acetona e N- positivas e fungos e i NAIR e CHANDA,
. , atividade 2007
dimetilformaldeido ) )
antibacteriana
moderada contra
bactérias Gram-
negativas
. _ Atividade GONCALVES et al.,
Extrato hexanico antibacteriana contra - 2008
. S. aureus e E. coli
P. guajava Folhas Atividade
Extrato acetato de . . GONCALVES et al.,
. antibacteriana contra -
etila ) 2008
S. aureus e E. coli
Taninos, antocianinas,
Extrato aquoso, Inibicao da liberacao | alcaldides, flavonoides, | BELEMTOUGRI et
etanodlico de calcio intracelular esteroides e al., 2006
triterpendides
Morina-3-O-a-L-lix-o-
Atividade piranosideo Morina-3-
Extrato antibacteriana frente O-a-L-arab-o- ARIMA e DANNO,
Hidrometanolico aB. cereus e S. piranosideo; 2002
enteritidis de isolados Guaijavarina e
quercetina
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(Cont.)

P. guajava

Folhas

Extrato metandlico,
acetato e aquoso

Atividade
antibacteriana frente
a trés linhagens de S.

aureus resistente a
multidrogas

ANAS et al., 2008

Atividade antifungica
sobre cepas de C.
albicans e atividade
antibacteriana sobre
linhagens de

ALVES et al., 2009

Streptococcus
Diminui o Taninos, fendis, GARCIA,
inotropismo do trlte}rp enos’, . NASCIMENTO e
miocardio carotenbides, dcido SANTOS, 2003
Extrato — - - ascorbico
hidroalcoolico Atividade antifungica
sobre o género - ALVES et al., 2006
Candida
Cumarinas,
Atividade flavonoides, NASCIMENTO et al.,
antimicrobiana triterpenoides e 2000
elagitaninos
Atividade ; HOLETZ et al., 2002
antimicrobiana
Atlw'dade. Quercetina KAWAKAMI et al., 2009
antiproliferativa
Extrato aquoso e Atividade contra E. VORAVUTHIKUNCHALI
etandlico coli ) et al., 2004
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(Cont.)

P. guajava

Folhas

Extrato metanol /
diclorometano e
aquoso

Atividade contra
microorganismos
que causam
infecgdes urogenitais
e sexualmente
transmissiveis

VUUREN e NAIDOO, 2010

Extrato etanolico

Efeito inibitorio
sobre glicoproteina P

JUNYAPRASERT et al., 2006

Acido-20pB-acetoxi-

Atividade 20,3B-dihidroxi-urs- BEGUM et al., 2002
espamilitica 19-en-28-0ico
PACHANAWAN,
Atividade PHUMKHACHORN e
bacteriostatica ) RATTANACHAIKUNSOPON,
2008
Atividade Acido clagico MASUDA et al., 2003
antioxidante
Atividade Compostos LING et al., 2010
antioxidante fenolicos
Acucares redutores;
flavonoides;
AFIVI.dade tqpenmdqs > AYOOLA et al., 2008
antioxidante saponinas; taninos e
glicosideos
cardiacos
Atividade i CHOI et al., 2008
antiinflamatoéria
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(Cont.)

P. guajava

Folhas

Extrato etandlico

Extrato metanolico

. ) LAKSHMI e
Atividade anti-stress - SUDHAKAR, 2009
LIMSONG,
Efeito bacteriostatico . BENJAVONGKULCHAI
sobre S. mutans Taninos ©
KUVATANASUCHATI,
2004
Atividade
antidiabética em - OH et al., 2005
ratos
Atividade TEMGENMOGLA e
anticestodea ) ARUN, 2006
Atividade contra S. Quercetina-3-O-a-L- | PRABU, GNANAMANI,
mutnas arabin-o-piranosideo e SADULLA, 2006
Alividade ; BETONI et al., 2006
antibacteriana
_ Atividade GONCALVES ef al.,
antibacteriana contra - 2008

S. aureus e E. coli

Atividade
antibacteriana frente
a isolados
mutiresistentes
Gram-positivos
negativos

CHAH et al., 2006

Atividade
antibacteriana e
antidiarréica

LIN, PUCKREE e
MVELASE, 2002
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(Cont.)

Oleo essencial

Atividade
antibacteriana contra
S. aureus ¢ S.
anatum

GONCALVES et al., 2008

Atividade repelente
contra baratas

THAVARA et al., 2007

Moderado efeito

repelente contra o Cariofileno, a- RAJKUMAR e JEBANESAN,
mosquito Anopheles | pineno e eucaliptol 2007
stephensi Liston
P. guajava Folhas i fA‘xthIdadG’ ' i KAMATH ef al., 2008
antiinflamatoria
Morina, Morina-3-
O-lix-osideo,
Atividade Morina-3-O-arabin- | RATTANACHAIKUNSOPON
) antimicrobiana osideo, Quercetina, e PHUMKHACHORN, 2007
e Quercetina-3-O-
arabinosideo
Efeito anti-
Cépsula espasmodico a nivel Quercetina LOZOYA et al., 2002
clinico
Atividade
antimicrobigqa Alta concentracao
Extrato aquoso e frente: B. subtilis;S. de taninos e baixa
P. guajava Casca oy aureus,E. coli; P. ~ ABDELRAHIM et al., 2002
metanodlico concentragdo de

aeruginosa; K.
pneumoniae; P.
vulgaris

saponinas
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(Cont.)

Efeito citotoxico - BRANDZ]SBJ;J Letal,
b oo c Extrato aquoso Atividade anti- GONCALVES ef al.,
- sugava asca rotavirus de simio ) 2005
Extrat tanol Baixa toxicidade AJAIYEOBA et al.,
xirato metano frente Artemia salina ) 2006
. Atividade Compostos fenolicos, | MAHATTANATAWEE
Extrato metanolico L .
antioxidante pectinas et al., 2006
Extrgto metanolico e AFlVlflade i THAIPONG et al., 2006
diclorometano antioxidante
Atividade .
_ Extrato. antioxidante e Taninos e THA et al., 2008
hidroalcoolico . . flavonoides
antimicrobiana
. Suco Efeito hiperglicémico - AGUILAR et al., 2003
P. guajava Fruto em coelhos
Limoneno,
eucaliptol, geraniol,
a-pineno, a-ocimeno,
linalol, cariofileno, - CARASEK ¢
Polpa -

cariofileno, B-
nerodiol, 6xido de
cariofileno, dentre

outros.

PAWLISZYN, 2006
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(Cont.)

Casca e polpa Atividade JIMENEZ-ESCRIG
liofilizados antioxidante ) etal., 2001
P. guajava Fruto Inibi a ) ;
o - cbolj'1 :rcllle(S:Z?uilaesE Lectinas RODRI,GUEZ’
L CRUZ e RIOS, 2001
epiteliais
i Atividade Compostos fenolicos MARQUINA et al.,
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Extrato metandlico .. Taninos, saponinas, CHERUIYOT,
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inflamatoria e anti-
tumoral

KAILEH et al., 2007
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Extrato aquoso e RAHIM, 2006
de placa dental
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MARIN et al., 2008
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Oleo essencial
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PINO et al., 2001

Psidium guineensis
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Polpa congelada Fonte de compostos Flavonoéides e acido | GONCALVES et al.,
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- Dados nio especificados.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Material vegetal

As folhas de Psidium sobraleanum, Psidium myrsinites I , Psidium myrsinites 2 e
Psidium myrsinites 3 foram coletadas na fazenda Barreiro Grande, na Chapada do Araripe,
no municipio de Crato, Ceard. As folhas de Psidium guajava foram coletadas no Horto de
Plantas Medicinais e Aromaticas do Laboratorio de Pesquisa de Produtos Naturais — LPPN,
da Universidade Regional do Cariri — URCA. Todas as amostras foram coletadas no horéario
de 8 4s 10 horas da manha.

As identificacdes botanicas dos espécimes foram realizadas pelo professor Dr. Marcos
Eduardo Guerra Sobral, da Universidade Federal de Sdo Jodo del-Rei — UFSJ, Minas Gerais,
e pela professora Dr* Carolyn Elinore Barnes Proenca, da Universidade de Brasilia — UNB,
Brasilia.

As exsicatas encontram-se depositadas no Herbario Caririense Dardano de Andrade-
Lima — HCDAL da Universidade Regional do Cariri — URCA, sob registro: Psidium guajava
L. (# 3930), Psidium myrsinites DC. A. (#4837, # 4838 e # 4839), Psidium sobraleanum
Proenca Landrum (# 4840).

4.2 Obtencao do 6leo essencial

As folhas frescas de Psidium sobraleanum (404 g), Psidium myrsinites 2 (512g),
Psidium myrsinites 3 (229g), Psidium myrsinites 1 (363 g) e Psidium guajava (400g) foram
colocadas, separadamente, em baldo de vidro de 5 L, acrescida de 3 L de agua destilada e
aquecida 4 destilagdo por 2 horas, em equipamento tipo Clevenger (Fig. 4). Em seguida, a
mistura agua/oleo obtida foi separada, tratada com sulfato de sddio anidro e filtrada, o dleo

obtido foi mantido em refrigeracdo até o momento das analises (Fig. 5).
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Figura 4. Extracdao do 6leo pelo método de hidrodestilagao, (A) Aparelho tipo Clevenger e

(B) Folhas em processo de extracao.

BIOINE BP 0}0,]

(B) Folhas em processo de extrago

(A) Aparelho tipo Clevenger

BIOINEG BP 010,]



Figura 5. Metodologia de extrag@o dos 6leos essenciais do género Psidium.

Material vegetal
(Folhas frescas)

Extragdo por hidrodestilagao
(aparelho tipo Clevenger)
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1
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J
r L
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J
,
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y

Analise por
CG/EM
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4.3 Andlise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG/EM)

A andlise da composi¢do quimica dos 6leos volateis foi realizada em equipamento
Shimadzu CG-17A / EM QP5050A (sistema de CG/EM): DB-5HT, nas seguintes condi¢des:
coluna de capilaridade (30 m x 0,251 mm); gas de transporte: hélio 1,7 mL/min; pressao da
coluna 107,8 kPa; velocidade linear = 47,3 cm/seg; fluxo total 24 mL/min; fluxo de
transportador 24 mL/min; temperatura do injetor 270 °C; temperatura de detector 290 °C;
temperatura da coluna 60 (2min) - 180 °C (Imin) a 4 °C/min, entdo 180 - 260 °C a 10 °C/min
(10 min), operando com energia de ionizagao de 70 eV.

A 1identificagdo das substancias foi realizada pela interpretacdo dos respectivos
espectros e por comparacao com dados obtidos na literatura (ADAMS, 2001; ARIMURA
2004).

4.4 Atividade antimicrobiana

Os oleos essenciais obtidos foram submetidos a avaliacao da atividade antimicrobiana
por meio de 3 métodos distintos: difusdo em disco (Fig. 2 A), contato gasoso (Fig. 2 B) e
microdilui¢do (Fig. 2 C). Os ensaios foram realizados com seis linhagens bacterianas e trés
cepas de leveduras padrdes. As linhagens bacterianas utilizadas foram: Staphylococcus aureus
ATCC 12692; Escherichia coli ATCC 25922; Bacillus cereus ATCC 33018; Pseudomonas
aeruginosa ATCC 15442 e as linhagens multiresistentes isoladas de material clinico:
Staphylococcus aureus 358 e Escherichia coli 27. Os fungos utilizados foram: Candida
albicans ATCC 40006, Candida krusei ATCC 6538 e Candida tropicalis ATCC 40042.

As linhagens bacterianas padrdes utilizadas, exceto as multiresistentes, foram cedidas
pelo Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Satde (INCQS) da Fundacao Oswaldo
Cruz (FIOCRUZ), Ministério da Satde. Os fungos, bem como as linhagens bacterianas
multiresistentes foram cedidas pelo Laboratério de Micologia Clinica da Universidade

Federal da Paraiba — UFPB.
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4.4.1 Difusdo em disco

Foi utilizado o método de difusdo em disco (BAUER ef al., 1966) adaptado por
Romeiro (2001) e Koneman et al. (1993). As linhagens bacterianas foram reavivadas em meio
Brain Heart Infusion (BHI) e incubadas por 24 horas a 35 £ 2 °C, em seguida, foram
replicadas em placas de petri previamente preparadas com agar Muller-Hinton.

As leveduras foram reavivadas em meio Potato Dextrose Agar (PDA) e incubadas a
temperatura ambiente por um periodo de 24 horas, em seguida, foram replicadas em placas de
petri, previamente preparadas com PDA.

As placas de petri utilizadas neste ensaio, com 80 mm de didmetro, foram preenchidas
com uma camada de agar de 3-4 mm de profundidade. O pH do meio foi ajustado entre 7,2 e
7,4 (NCCLS, 2003).

ApOs essa etapa discos de papel estéreis (6 mm de didmetro) foram colocados sobre o
meio de cultura, eqiiidistantes do centro da placa e entre si. A seguir, estes discos foram
embebidos na solu¢do do material a ser testado, preparado em diferentes concentragdes (10; 5;
2.5; 1.25; 0.6; 0.3%). As placas foram incubadas em estufa bacteriologica a 35 + 2 °C para
linhagens bacterianas e em temperatura ambiente para os fungos, e os resultados lidos com o
auxilio de uma régua milimetrada, apos 24 e 48 horas para determinagdo da atividade
bacteriostatica/fungiostatica, bactericida/fungicida. Os resultados foram avaliados utilizando-
se 0s seguintes parametros: inativo (< 9 mm), parcialmente ativo (9 — 12 mm), ativo (12 — 18
mm) e muito ativo (> 18 mm) (RIOS, RECIO e VILLAR, 1998; LIMA, 1993; COLE, 1994;
ALVES et al., 2000).

4.4.2 Microdiluicdo

4.4.2.1 Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)

A atividade antimicrobiana dos 6leos foi avaliada, com base no documento M7-A6

para bactérias e para fungos documento M38-A (NCCLS, 2003). Foram utilizadas seis
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linhagens de bactérias padrdes, sendo duas Gram-positivas: Staphylococcus aureus ATCC
12692 e Bacillus cereus ATCC 33018 e duas Gram-negativas: Pseudomonas aeruginosa
ATCC 15442 e Escherichia coli ATCC 25922 e duas linhagens multiresistentes: Escherichia
coli (27) obtida de escarro, e Staphylococcus aureus (358), isolada de ferida cirargica. Os
fungos utilizado foram as leveduras : Candida albicans ATCC 40006; Candida krusei ATCC
6538 e Candida tropicallis ATCC 40042.

Previamente, as bactérias foram ativadas em meio Brain Hear Infusion Broth (BHI)
durante 24 h a 35 + 2 °C. Apo6s este subcultivo procedeu-se a padronizagdo do indculo, que
consistiu na preparagdo de uma suspensao em BHI a 3,8%, cuja turvacdo fosse similar ao tubo
0,5 da Escala McFarland (1 x 10* UFC/mL). Em seguida, essa suspensio foi diluida a 1 x 10°
UFC/ mL em caldo BHI a 10%, e volumes de 100 puL foram entdo homogeneizados nos pogos
de uma placa de microdilui¢ao acrescido de diferentes concentracdes dos dleos, resultando
num inoculo final de 5 x 10° UFC/mL (HADACEK e GREGER, 2000; NCCLS, 2003 ¢
VILJOEN et al., 2003).

Os fungos foram reavivados em Caldo Sabouraud Dextrose (CSD) em temperatura
ambiente durante 24 h. Em seguida essas leveduras foram submetidas aos mesmos
procedimentos citados anteriormente.

Os O6leos foram solubilizados inicialmente em &agua destilada e dimetilsuféxido
(DMSO) de forma a obter-se uma solucio estoque de 1024 pg/mL, obtendo-se concentragdes
finais dos 6leos no meio de cultura de 512, 256, 128, 64, 32, 16 e 8 ug/mL. Os testes foram
efetuados em triplicata. As placas foram incubadas a 35 + 2 °C, durante 24 h.

As placas contendo bactérias foram reveladas com corante especifico, a resazurina, um
indicador calorimétrico de oOxido-reducdo (SALVAT, ANTONNACCI e FORTUNATO,
2001). Uma solucao foi preparada com a resazurina sodica e agua destilada na concentragao
de 0,01% e realizada a leitura, onde 25 pL da solugdo indicadora foi adicionada em cada
cavidade e as placas foram incubadas por 1 h em temperatura ambiente. O controle negativo
do teste foi realizado com o caldo BHI.

Os resultados obtidos foram classificados segundo Aligianis et al. (2001) como: forte
inibicao - CIM até 500 pg/mL; inibigdo moderada — CIM entre 600 ¢ 1500 ug/mL e fraca
inibi¢do — CIM acima de 1600 pg/mL.

A leitura das placas com as cepas foi realizada através da visualiza¢do da turvagao,
onde o aumento da turbidez ou opacidade no meio indica o crescimento de microorganismos

(LENNETTE et al, 1985). O CIM ¢ definido como sendo a menor concentragdo capaz de
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produzir proeminente inibi¢do do crescimento da levedura, em relagdo a cavidade com
controle positivo.

A concentragdao inibitéria minima (CIM) foi definida como a menor concentragado
capaz de inibir completamente o crescimento microbiano, nos po¢os de microdiluigcdo
conforme detectado a olho nu. A leitura dos resultados para determinacdo da CIM foi
considerada como positivo para os pocos que permaneceram com a coloracdo azul e negativa

0s que obtiveram coloragdo vermelha.

4.4.2.2 Concentracdo Fungicida Minima (CFM)

A concentragdo fungicida minima foi realizada a partir de cada in6culo do teste anterior que
ndo apresentou crescimento € os controles positivos. Uma alcada de cada pogo, ou seja, dos
pocos onde foram determinadas as CIMs, foi subcultivada em placas de Potate Dextrose Agar
(PDA), devidamente identificadas. Apds 24 horas de incubacdo a 35 + 2°C, realizou-se leitura,
com a finalidade de observacdo do crescimento das colonias. As leituras das CFMs foram
realizadas com base no crescimento dos controles, sendo considerada CFM, a menor
concentracao da droga que impediu crescimento visivel do subcultivo (SHADOMY, ESPINEL-
INGROFF e CARTWRIGHT, 1985).

4.5 Modulagao

4.5.1 Contato Gasoso

Nesse ensaio foram testadas as concentragdes: 50, 25, 12 e 6 %, obtidas a partir de
dilui¢cdes com o tensoativo DMSO. Uma suspensao bacteriana, referente a 10° células/mL, foi
semeada com auxilio de swab estéril em placas de petri contendo meio de cultura PCA (Plate

Count Agar), previamente preparadas (INOUYE, TAKIZAWA e YAMAGUCH]I, 2001).
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Discos de antibidticos foram colocados sobre as placas de petri contendo os
microorganismos a serem testados. A seguir, um volume de 100pL de cada concentracio foi
colocado na parte interna da tampa da placa de petri, de modo que os componentes volateis
dos 6leos pudessem interagir diretamente como o antibidtico, para avaliar se os mesmos,
possuiam efeito sinérgico ou antagdnico. Para o controle negativo foi utilizado o DMSO
(Dimetilsulféxido), usado para diluir as solucgdes teste, colocado sobre a tampa, e como

controle positivo foram utilizados discos de antibiotico.

Apds a realizagdo do ensaio, as placas de petri foram incubadas em estufa
bacterioldgica a 35 &+ 2 ° por 24 horas, e em seguida realizada a leitura com auxilio de régua
milimetrada. Os antibioticos utilizados no ensaio foram os aminoglicosideos amicacina

(30pg), gentamicina (10 pg) e tobramicina (10 pg).

4.5.2. Atividade moduladora

Para avaliar a atividade moduladora foram utilizados os CIM; dos Oleos frente aos
antibioticos aminoglicosideos (amicacina, canamicina, gentamicina € neomicina) € ao
cetoconazol e fluconazol. As linhagens bacterianas utilizadas foram inoculados em BHI a
10% e armazenados em estufa bacterioldgica a 35 + 2°C por 24 horas. As cepas fingicas
foram inoculadas em Caldo Sabourand Dextrose a 10% e mantidas em temperatura ambiente
até o momento do ensaio. O teste foi monitorado com um controle positivo contendo apenas

os antibidticos e os microorganismos (COUTINHO, 2008; SAGDIC, 2005).
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Figura 6. Métodos de analises microbioldgicas. (A) Difusdo em disco; (B) Contato gasoso e
(C) Microdiluigao.

(A) Difusao em disco (B) Contato gasoso

(C) Microdiluigdo — inoculacdo das linhagens

Fontes: Fotos da autora
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4.5. Analise Estatistica

Os valores de média e desvio padrao foram calculados para as amostras através da
utilizacdo do programa Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) for Windows
versao 16.0 (BISQUERRA, 2004).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Levantamento do género Psidium

Os resultados obtidos para o levantamento dos estudos com espécies do género
Psidium, nos ultimos dez anos, estdo representados através dos Graficos 1, 2, 3 e 4. Apenas os
dados referentes a espécie P. guajava foram representados desta forma, este fato ocorreu, pois
esta espécie foi a que demonstrou maior numero de estudos.

Dessa forma, de acordo com a analise dos graficos, € possivel observar que um total
de 91% dos trabalhos publicados com espécies do género Psidium, sdo referentes a espécie
Psidium guajava. Os estudos com esta espécie, em sua maioria (69%), sdo refentes a
trabalhos com as folhas, tendo como tipo de preparacdo mais estudada, os extratos aquosos
(28%), sendo a atividade antimicrobiana desta espécie a atividade bioldgica mais estudada

(34%), conforme os dados do levantamento realizado.



Grifico 1. Espécies do género Psidium estudadas no periodo de 2000-2010.

B Psidium guajava

B Outras espécies

Grafico 2. Partes mais estudadas da espécie Psidium guajava.

H Folhas H Frutos M Cascas do caule

B Cascas do fruto B Qutras partes B Partes ndo identificadas
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Grifico 3. Tipo de preparacao mais utilizadas com Psidium guajava.

B Extrato aquoso B Extrato metanolico B Extrato etandlico
B Extrato hidrometanélico ® Oleo essencial B Outros tipos

u Nio identificados

Grafico 4. Atividadesbioldgicas apresentadas pela espécie Psidium guajava.

B Antimicrobiana B Antioxidante

B Antidiarréia B Antiinflamatoria

B Anticancer B Antidiabética

H Repelente B Antivirotica

i Hepatoprotetora B Qutras atividades farmacologicas

i Sem registro de atividade

2%
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5.2 Constituintes quimicos dos 6leos essenciais

Os oleos essenciais das cinco espécies em estudo, submetidos a hidrodestilagao,
obtiveram os seguintes rendimentos: 2,2% - P. sobraleanum; 0,16%- P. myrsinites 2; 1,3% -
P. myrsinites 3; 0,4% - P. myrsinites I € 0, 046% - P. guajava.

Na analise da composi¢dao quimica do 6leo de P. myrsinites 1 foi possivel identificar
96,9% dos constituintes, correspondendo a 21 substancias (Tabela 2), sendo como composto
majoritario o acetato de nerila (32,7%). No Oleo de P. myrsinites 3 (Tabela 2) foram
identificados 14 constituintes, totalizando 79,1% dos compostos identificados para este dleo,
destacando-se o majoritario acetato de nerila (35,7%).

O acetato de nerila apresenta diversas atividades biologicas, dentre elas: bactericida,
fungicida, antiparasitaria, repelente de insetos, agente antitumoral, antioxidante, apresenta
atividade antimicrobiana, a¢do antivirética, reduz a excitabilidade, ansiedade, e tensdo, possui
propriedades antiespasmoddicas, carminativas, estomaquicas, diaforéticas, sedativas,
antidepressivas e vermifugas (GOVIN et al., 2000; KEITA ef al., 2001; SUPPAKUL et al.,
2003; SOUSA et al., 2004b; MIMICA-DUKIC et al., 2004; KENNEDY et al., 2003;
HUANG et al., 2008; SCHNITZLER et al., 2008; REIS et al.,2009).

Além disso, o acetato de nerila estd presente na constituicdo de outros 6leos como em
espécies do género Ocimum, entre elas, Ocimum basilicum, Ocimum gratissimum, ¢ Ocimum
sanctum ¢ também se encontra no Oleo de Melissa officinalis, sendo um dos compostos
responsaveis pelas atividades encontradas nestas e em outras espécies (MIMICA-DUKIC et
al., 2004; SUPPAKUL et al., 2003).

Para 6leo de P. sobraleanum (Tabela 2), 65,3% dos compostos foram quantificados
perfazendo, um total de 15 substancias identificadas, aparecendo o composto 1,8-cineol como
majoritario neste dleo.

O majoritario 1,8-cineol, além de se encontrado nestas espécies também esta presente
na constituicdo dos dleos de espécies do género Salvia, no 6leo de Malaleuca alternifdlia e
Eucalyptus globulus. Este composto ¢ responsavel por diversas atividades, dentre elas:
potente atividade antibacteriana (ARANGO, SANCHEZ e GALVIS, 2004; TAKAHASH,
KOKUBO e SAKAINO, 2004; SONBOLI, BABAKHANI e MEHRABIAN, 2006), atividade
antimicdtica contra fungos do género Candida e Malassezia, e ¢ usado no tratamento de

infecgdes de pele (HAMMER, CARSON e RILEY, 2000; HAMMER, CARSON e RILEY,



60

2002; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2002; NAVARRO et al., 1996; TAKAHASH,
KOKUBO e SAKAINO, 2004; SALARI et al., 2006; CERMELLI et al., 2008), atividade
sobre o carrapato Boophilus microplus (CHAGAS et al., 2002), bem como atividade
inseticida sobre Musca domestica (HALIM e MORSY, 2005), Pediculus humanus capitis
(YANG et al., 2004), além dos coledpteros Acanthoscelides obtectus (PAPACHRISTO e
STAMOPOULOS, 2004), Zabrotes subfasciatus e Callosobruchus maculatus (BRITO,
OLIVEIRA e DE-BORTOLLI, 2006).

O oleo de Psidium myrsinites 2 foi analisado e um total de 20 substancias foi
identificado (90,2%), apresentando a substincia 9d-cadinol (29,3%) como constituinte
majoritario (Tabela 2).

A substancia 0-cadinol, majoritaria neste o0leo e presente em quantidades relativas em
outros 6leos como o de Lippia Alba, Pinus ponderosa, Pinus resinosa, Pinus strobus,
Kadsura longipedunculata, Cryptomeria japonica é reponsavel pela atividade antibacteriana e
antifingica apresentada por eles, além de outras atividades como tripanocida e
antiinflamatéria (KRAUZE-BARANOWSKA et al,, 2002: NOGUEIRA et al., 2007;
MULYANINGSIH et al., 2010; CHENG, LIN e CHANG, 2005).

No ¢6leo das folhas de P. guajava (Tabela 2), 11 constituintes foram identificados
(100%), no entanto o composto identificado como majoritario foi o limoneno (96,2%). Este
composto, amplamente estudado apresenta diversas atividades como inseticida, nematicida,
anticonvulsivante, ¢ com atividade antimicrobiana (VIEGAS JUNIOR , 2003; FALCAO e
MENEZES, 2003; PASSOS et al., 2009; DUARTE et al., 2005; SCHUCK et al., 2001).

As espécies de Psidium apresentadas neste trabalho sdo ainda pouco estudadas, com
excegdo da espécie P. guajava, fato que justifica a auséncia de relatos quimicos sobre essas
espécies. Contudo, outros estudos com espécies do género Psidium como Psidium
friedrichsthalianum, Psidium salutare, Psidium caudatum, Psidium pohlianum, P. guyanensis
e P. aff aerugineum, apresentaram compostos como: d-cadineno, o—pineno, (E)-B-cariofileno,
a-terpineol, B-pineno, 1,8-cineol, mirceno, limoneno, terpinen-4-ol, B-pineno, p-cymene, o-
humuleno, linalol, y-eudesmol e B-eudesmol (SANTOS, RAO e SILVEIRA, 1996; SANTOS
et al., 1997; PINO, MARBOT ¢ VAAZQUEZ, 2002; PINO e QUERIS, 2008; YANEZ et al.,
2002), que também estdo presentes em alguns dos 6leos supracitados.

Entretanto, a espécie P. guajava, muito bem estudada, possui diversos estudos que
retratam o perfil quimico desta espécie, apresentando na composicdo quimica de seu 6leo

essencial das folhas constituintes como: a-pineno, PB-pineno, limoneno, mentol, alcool
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isopropil, longicicleno, cariofileno, B-bisaboleno, cineol, 6xido de cariofileno, B-copaneno,
farneseno, humuleno, selineno, cardineno e curcumeno (ZAKARIA ¢ MOHD,1994; LI,

CHEN e LUO, 1999; GUTIERREZ, MITCHELL e SOLIS, 2008).

Figura 7. Estruturas dos constituintes quimicos majoritarios presentes nos oleos das espécies

de Psidium.

X
OAc
OH

Acetato de nerila 0 - cadinol

b

1,8 -cineol Limoneno




Tabela 2. Composicao quimica dos 6leos essenciais das folhas frescas das espécies do género Psidium.

Psidium Psidium Psidium Psidium Psidium guajava
Componente IK myrsinites 1 myrsinites 2 myrsinites 3 sobraleanum (%)
(%) (%) (%) (%)
a-pineno 937 - - - 7,0 0,4
sabineno 972 - - - - 0,1
B-pineno 974 - - - 4,9 0,6
mirceno 989 - - - - 0,9
o-felandreno 1002 1,0 - - - -
0-3-careno 1009 - 0,5 - - -
p-cimeno 1023 1,5 6,3 - - 0,6
limoneno 1028 - 3,2 - - 96,2
1,8-cineol 1031 22,0 1,1 6,3 16,2 -
y-terpineno 1058 0,9 1,8 - - 0,3
terpinoleno 1087 0,5 1,0 - - 0,4
linalol 1098 9,0 - 2,9 - -
1-borneol 1163 0,6 - - - -
mentol 1167 0,9 - - - -
terpineno-4-ol 1176 8.0 6,5 3,4 - -
a-terpineol 1190 3,1 3,2 2.3 1,2 0,3
acetato de mentila 1294 1,2 - - 0,4 -
acetato de nerila 1362 32,7 - 35,7 - -
0-copaeno 1371 - 3,3 - - -
-cubebeno 1385 - - - 0,8 -
B-elemeno 1387 - - - - 0,1
B-cariofileno 1410 0,9 1,6 0,8 0,6 -
germacreno D 1473 - - - - 0,2
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(Cont.)

Psidium Psidium Psidium Psidium Psidium guajava
Componente IK myrsinites 1 myrsinites 2 myrsinites 3 sobraleanum (%)
(%) (%) (%) (%)

Y -muuroleno 1501 - 4,0 - 0,5 -
d-cadineno 1517 1,0 4,1 1,2 0,8 -
elemol 1548 - - - 8,4 -
germacreno B 1569 1,5 - 1,6 - -
oxido cariofileno 1572 - 3,7 - - -
espatulenol 1577 - - - 8,8 -
globulol 1582 - 1,6 - - -
viridiflorol 1592 0,6 2,0 1,4 1,3 -
guaiol 1600 0,9 0,9 0,9 1,7 -
1,10-di-epi-cubenol 1615 2,2 2,2 2,3 - -
o-cadinol 1627 5,3 8,8 11,8 8,8 -
o-cadinol 1634 1,2 29,3 3,2 39 -
muurolol 1641 1,9 5,1 53 - -

TOTAL 96,9 90,2 79,1 65,3 100

- Auséncia do constituinte
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5.3 Atividade antibacteriana pelo método de difusdo em disco.

Os resultados obtidos pelo método de difusdo em discor estdo apresentados na

Tabela 4 (p. 65).

Os valores obtidos neste ensaio foram classificados como muito ativo, ativo,
parcialmente ativo e inativo, de acordo com o tamanho dos halos obtidos e por
comparac¢ao com os parametros (RIOS, RECIO e VILLAR, 1998; LIMA, 1993; COLE,
1994; ALVES et al., 2000) apresentados na Tabela 3, abaixo.

Tabela 3. Descricao dos parametros de classificacao de atividade dos 6leos.

Tamanho do halo em milimetros Classificacao
(mm)
<9 mm Inativo
Entre 9 a 12 mm Parcialmente Ativo
Entre 12 a 18 mm Ativo
> 18 mm Muito Ativo

O oleo de P. sobraleanum apresentou atividade (halo entre 12 ¢ 18 mm) frente as
linhagens S. aureus ATCC 12692, S.aureus 358, E. coli 27 e P. aeruginosa ATCC
15442. No entanto, na comparagdo dos halos obtidos pelas solucdes e os do controle,
apenas frente a P. aeruginosa ATCC 15442 foi possivel observar que o halo obtido por
este 0leo (16,5 mm) na maior concentragdo testada (10%), foi superior ao do controle

tobramicina (15 mm).

As demais linhagens, E. coli ATCC 25922 e B. cereus ATCC 33018, ndo foram
sensiveis a nenhuma concentragao ensaiada, sendo o 6leo inativo (halo <9 mm) frente a

essas espécies bacterianas.



pelo método de difusdo em disco.

Concentragao/Didmetro do halo (mm)

Oleos Linhagens
10% 5% 2,5% 1,25%  0,6% 0,3% AMI. (30n) TOB. (10p)
S.a (ATCC 12692) 12,5#2,1 11,5449  9,5+0,7 0,0£0  0,0£0 0,0+0 24 26
S. a (MR 358) 12,0£5,6 11,0141 11,0£2,8 6,5£7,7 0,00 0,0+0 22 24
Psidium sobraleanum B ¢ (ATCC 25922) 6,584 6,0+7,0 6,0+6,3 0,0£0  0,0£0 0,0+0 15 20
E.c (MR 27) 14,0+0 7,0+1,4 7,0£0,7 6,0+4,2 0,0£0 0,0+0 24 25
P.a (ATCC 15442) 16,5+6,3 10,0+2,8  5,5+7,7 0,0£0  0,0£0 0,0+0 25 15
B. ¢ (ATCC 33018)  6,5¢8,4 6,5+7,0 6,0£7,0  6,0£5,6 0,0£0 0,0+0 24 20
S. a (ATCC 12692) 0,0+0 0,040 0,0+0 0,0£0  0,0£0 0,0+0 24 26
S. a (MR 358) 0,0+0 0,0+0 0,0+0 0,0£0  0,0£0 0,0+0 22 24
Psidium myrsinites 1 E. ¢ (ATCC 25922) 0,0+0 0,040 0,0+0 0,0£0  0,0£0 0,0+0 15 20
E. c(MR 27) 0,0+0 0,040 0,0+0 0,0£0  0,0£0 0,0+0 24 25
P. a (ATCC 15442) 0,0+0 0,040 0,0+0 0,0£0  0,0£0 0,0+0 25 15
B. ¢ (ATCC 33018)  6,5%6,3 6,5+5,6 6,5£7,7  6,0£7,0 0,0+0 0,0+0 24 20
S.a (ATCC 12692)  9,5+0,7 0,040 0,0+0 0,0£0  0,0£0 0,0+0 24 26
S. a (MR 358) 9,543,5 7,0+1,4 6,5+7,7 0,0£0  0,0£0 0,0+0 22 24
Psidium myrsinites 2 E. ¢ (ATCC 25922)  8,5+4,9 7,5+4.,9 7,0£0 6,0£5,6 0,0£0 0,0+0 15 20
E. c (MR 27) 6,5+4,9 0,040 0,0+0 0,0£0  0,0£0 0,0+0 24 25
P.a (ATCC 15442)  6,0£7,0 0,040 0,0+0 0,0£0  0,0£0 0,0+0 25 15
B. ¢ (ATCC 33018) 0,0+0 0,040 0,0+0 0,0£0  0,0£0 0,0+0 24 20
S. a (ATCC 12692) 0,0+0 0,040 0,0+0 0,0£0  0,0£0 0,0+0 24 26
S. a (MR 358) 0,0+0 0,040 0,0+0 0,0£0  0,0£0 0,0+0 22 24
Psidium myrsinites 3 E. ¢ (ATCC 25922) 0,0+0 0,00 0,0+0 0,00  0,0£0 0,0+0 15 20
E.c (MR 27) 0,0+0 0,040 0,0+0 0,0£0  0,0£0 0,0+0 24 25
P. a (ATCC 15442) 0,0+0 0,040 0,0+0 0,0£0  0,0£0 0,0+0 25 15
B. ¢ (ATCC 33018)  7,5%6,3 6,5+4.9 6,0+4,9 0,0:0 0,0£0 0,0+0 24 20
S.a (ATCC 12692) 15,0+£5,6  9,5+6,3 9,0+0,7 0,0£0  0,0£0 0,0+0 24 26
S. a (MR 358) 9,0+1,41 0,0+0 0,0+0 0,0£0  0,0£0 0,0+0 22 24
. . E. ¢ (ATCC 25922)  7,5%6,3 7,0+£5,6 6,5+6,3 0,0£0  0,0£0 0,0+0 15 20
Psidium guajava
E.c (MR 27) 0,0+0 0,0+0 0,0+0 0,0£0  0,0£0 0,0+0 24 25
P. a (ATCC 15442) 0,0+0 0,040 0,0+0 0,0£0  0,0£0 0,0+0 25 15
B. ¢ (ATCC 33018)  6,5+6,3 0,040 0,0+0 0,0:0 0,0£0 0,0+0 24 20

AMI. — Amicacina (30pg/disco); TOB. — Tobramicina (10 pg/disco).

S.a — Staphylococcus aureus; E.c. — Escherichia coli; P.a — Pseudomonas aeruginosa; B.c — Bacillus cereus

Tabela4. Atividade antibacterina de Psidium sobraleanum, Psidium myrsinites 1, Psidium myrsinites 2, Psidium myrsinites 3 e Psidium guajava
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Diversos estudos retratam a atividade antibacteriana do género Psidium sobre
linhagens patogénicas como P. aeruginosa e S. aureus (PESEWU, CUTLER e
HUMBER, 2008; NAIR e CHANDA, 2007; ANAS et al., 2008; NASCIMENTO et al.,
2000; HOLETZ et al., 2002), como a demonstrada nesse estudo.

A resisténcia ao 6leo de P. sobraleanum, apresentada por E. coli, neste trabalho,
também foi demonstrada em outros estudo, onde essa linhagem mostra-se resistente a
varias drogas assim como a varios extratos vegetais (NASCIMENTO et al., 2000).

Os oOleos de P. myrsinites 1 ¢ P. myrsinites 3 foram classificados como inativos
(halo <9 mm) frente as linhagens B. cereus ATCC 33018, E. coli ATCC 25922, E. coli
MR 27 e P. aeruginosa ATCC 15442 e nao foram capazes de inibir o crescimento das
demais espécies bacterianas testadas.

Todos os halos apresentados pelo o oOleo de P. myrsinites 1 frente aos
microorganismos S. aureus ATCC 12692, S. aureus MR 358, E. coli ATCC 25922, E.
coli MR 27, P. aeruginosa ATCC 15442 e B. cereus ATCC 33018 nas concentracdes de
10%, 5%, 2,5%, 1,25%, 0,62% e 0,30% nao proporcionaram qualquer atividade,
manifestando atividade classificada como inativa, ou seja, apresentaram em todos os
casos halos inferiores a 9mm.

Apenas as linhagens Gram-positivas S. aureus ATCC 12692 e S. aureus MR 358,
foram sensiveis ao 6leo de P. myrsinites 2, ambas apresentando halos de inibi¢ao de 9,5
mm, sendo a atividade do 6leo considerada parcialmente ativa (halo entre 9 ¢ 12 mm)
nessas linhagens. A atividade do 6leo frente as demais linhagens, E. coli ATCC 25922,
E. coli MR 27, P. aeruginosa ATCC 15442 e B. cereus ATCC 33018, foi classificada
como inativa (halo <9 mm).

As linhagens S. aureus ATCC 12692, S. aureus MR 358 foram sensiveis as
solucdes do dleo de P. guajava, sendo sua agdo sobre as bactérias, classificada como
ativa (halo entre 12 e 18 mm) e parcialmente ativa (halo entre 9 e 12 mm),
respectivamente. O 6leo de P. guajava nao foi capaz de inibir o crescimento das
linhagens E. coli ATCC 25922, E. coli MR 27, P. aeruginosa ATCC 15442 ¢ B.
cereus 33018, de maneira significativa (inibi¢ao > 9 mm).

Os oleos essenciais de P. myrsinites 2 € P. guajava indicaram a capacidade de
inibir o crescimento de linhagens Gram-positivas, com destaque, atividade contra
espécies de S. aureus. Varios estudos comprovam atividade bacteriana de produtos
naturais das espécies do género Psidium sobre bactérias Gram-positivas, indicando

atividade ndo sé atividade antibacteriana contra S. aures, mas também sobre diversas
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linhagens do género Streptococcus, dentre elas Streptococcus mutans, Streptococcus
sanguinis, Streptococcus mitis ¢ Streptococcus sobrinus (BRIGHENTI et al., 2008;
PRABU, GNANAMANI e SADULLA, 2006; LIMSONG, BENJAVONGKULCHAI e
KUVATANASUCHATI, 2004; ALVES et al., 2009; FATHILAH et al., 2009).

Os melhores resultados neste ensaio foram obtidos pelos Oleos de P.
sobraleanum e P. guajava. As diferengas encontradas pelos dados obtidos neste estudo
e os de outros trabalhos podem estar estar relacionados com diversos fatores: condigdes
de cultivo, meio de cultura, concentragdes de substancias testadas, dispersdo e
emulsificacdo dos agentes utilizados (RiOS e RECIO, 2005; NASCIMENTO et al.,
2007).

Através das atividades apresentadas nestes ensaios foi possivel concluir qu
espécies estudadas tém a capacidade de inibir o crescimento de varias linhagens
patogénicas, destacando-se sua atividade sobre linhagens Gram-positivas, evidenciando
o grande espectro de agdo bacteriana encontrado no género Psidium.

Todavia, vale salientar que os dados obtidos pelo método de difusao em disco,
apenas fornece dados preliminares, de carater qualitativo. Uma vez que, a natureza
hidrofoba da maioria dos 6leos essenciais de plantas, impede a difusdo uniforme destas

substancias através do meio de cultura (LAMBERT et al., 2001).



68

5.4 Atividade antibacteriana pelo método de contato gasoso

Os resultados obtidos por esse método estao apresentados nas Tabelas 5 a 9.

Tabela 5. Atividade antibacteriana do 6leo essencial de Psidium myrsinites 2.

Concentracao/Diametro(mm)

Linhagens Tratamento
50% 25% 12% 6% DMSO AMI. TOB. GEN.

P. AMI+OEAP 24 23 22 22 -

aeruginosa TOB.+OEAP 23 20 20 19 - 20 21 20

ATCC -
15442 GEN.+OEAP 20 19 19 18

g AMI+OEAP 35 33 30 29 -
. aureus

ATCC  TOB.+OEAP 30 30 28 25 - 29 21 25
12692 GENA4+OEAP 30 28 28 27 -

OEAP — Oleo essencial de araca preto; AMI. — Amicacina 30 pg; TOB. — Tobramicina 10ug; GEN. —
Gentamicina 10pg; DMSO — Dimetilsulfoxido; - Nao houve inibigao.

Os antibioticos testados em associagdo com o 6leo essencial de P. myrsinites 2
apresentaram diferentes resultados. Para a linhagem P. aeruginosa ATCC 15442, o 6leo
em associagdo com o aminoglicosideo amicacina, demonstrou um efeito sinérgico,
aumentando a atividade do antibidtico em 20% na maior concentragao testada. Contudo,
para o antibiotico tobramicina a porcentagem de incremento foi um pouco menor, 9,5%,
e para a gentamicina, o 6leo ndo demonstrou nenhuma interferéncia na atividade deste,
ja que o halo obtido se manteve o mesmo do controle positivo.

Os resultados obtidos frente a linhagem S. aureus ATCC 12692 demonstraram
que o 6leo apresentou um efeito sinérgico frente a todos os antibidticos testados. Para a
amicacina, o 6leo demonstrou um incremento de 20,6% na sua atividade, ¢ de 42,85% ¢

20% para os antibioticos tobramicina e gentamicina, respectivamente.
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Estes resultados indicam que a linhagem S. aureus foi mais sensivel a intera¢ao
do 6leo com os aminoglicosideos ensaiados. Outros estudos evidenciam a agdo
antibacteriana de oOleos essenciais frente a S. aures e outras linhagens Gram-positivas,
apresentando em comum, com o 6leo de P. myrsinites 2, o composto sequisterno, d-
cadinol, majoritario neste 6leo e presente em quantidades relativas em outros dleos
como o de Lippia Alba, Pinus ponderosa, Pinus resinosa, Pinus strobus, sendo um dos
responsaveis pela atividade antibacteriana e antifingica apresentada por eles

(KRAUZE-BARANOWSKA et al., 2002: NOGUEIRA et al., 2007).

Tabela 6. Atividade antibacteriana do 6leo essencial de Psidium myrsinites 3.

Linhagens Concentracio/Didmetro (mm)
Tratamento

testadas 50% 25% 12% 6% DMSO AMI. TOB. GEN.
P. AMI.+OEAA 24 24 24 22 -

aegulggigsa TOB.+OEAA 20 20 19 19 - 20 21 20
15442 GEN.+OEAA 20 20 19 19 -

S AMIL+OEAA 28 27 26 26 -

. aureus

ATCC  TOBAOEAA 26 26 25 25 - 29 21 25
12692 GENAOEAA 26 23 23 23 -

OEAA — Oleo essencial de araga amarelo; AMI. — Amicacina 30 ug; TOB. — Tobramicina 10ug; GEN. —
Gentamicina 10pug; DMSO — Dimetilsulfoxido; - Ndo houve inibigao.

A andlise realizada frente a P. aeruginosa ATCC 15442 indicou que o 6leo de P.
myrsinites 3 mostrou um aumento da atividade da amicacina de 20%, entretanto
associado a gentamicina e tobramicina ndo apresentou nenhum efeito.

Ja os resultados obtidos para S. aureus ATCC 12692 apontaram um incremento
de 23,8% para a associagdo com a tobramicina e 4% para a gentamicina, a associagao

com a amicacina ndo apresentou efeito antagdnico, reduzindo a atividade do antibidtico.
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Tabela 7. Atividade antibacteriana do 6leo essencial de Psidium myrsinites 1.

Linhagens Concentracio/Diametro (mm)
Tratamento
testadas 50% 25% 12% 6% DMSO AMI. TOB. GEN.
P. AMI+OEAE 25 24 22 22 -

aeruginosa TOB.+OEAE 21 21 20 20 - 20 21 20

ATCC

15442 GEN.+OEAE 20 20 19 19 -
S AMI+OEAE 28 27 26 25 -

. aureus

ATCC TOBA4+OEAE 28 27 26 23 - 29 21 25
12692 GEN4+OEAE 27 23 22 21 ]

OEAE — Oleo essencial de araga encarnado; AMI. — Amicacina 30 ug; TOB. — Tobramicina 10ug; GEN.
— Gentamicina 10pg; DMSO — Dimetilsulfoxido; - Nao houve inibigao.

O dleo essencial de P. myrsinites 1 apresentou frente a P. aeruginosa ATCC
15442 um aumento da atividade do antibidtico de 25%, apenas em associacdo com a
amicacina, nao indicando nenhuma interacdo frente aos demais antibidticos,
gentamicina e tobramicina.

Os antibioticos, tobramicina e gentamicina, associados ao 6leo apresentaram
aumento da atividade frente a linhagem S. aureus ATCC 12692, tendo a tobramicina
obtido um incremento de 33,3%, e a gentamicina de 8%. O 6leo de P. myrsinites 1, em
associacdo com o aminoglicosideo amicacina promoveu uma diminui¢cdo da ag¢ao deste
antibidtico.

Os resultados obtidos pelos 6leos de P. myrsinites 3 € P. myrsinites 1 podem
estar relacionados com a constituigdo quimica desses Oleos, que apresentam como
composto majoritario o acetato de nerila, presente no oleo de P. myrsinites 1 na
proporgao de 32,7% e no 6leo de P. myrsinites 3 em 35,7%.

O acetato de nerila, composto majoritario destes Oleos, € um éster terpénico,
presente em diversos Oleos essenciais de varias espécies do género Ocimum, entre elas,
Ocimum basilicum, Ocimum gratissimum, ¢ Ocimum sanctum. Esse género destaca-se
por apresentar diversas atividades farmacoldgicas, tais como: bactericida, fungicida,
antiparasitaria e, at¢é mesmo, como repelente de insetos, além de apresentar atividade
comprovada com agente antibacteriano e antifungico (GOVIN et al., 2000; KEITA et
al.,2001; SUPPAKUL et al., 2003).



71

Outra espécie muito empregada na medicina popular, Melissa officinalis,
também apresenta na constitui¢do quimica de seu 6leo o acetato de nerila. Essa espécie
também possui diversas atividades bioldgicas como: agente antitumoral, antioxidante,
apresenta atividade antimicrobiana, a¢do antivirética, reduz a excitabilidade, ansiedade,
e tensdo, possui propriedades antiespasmodicas, carminativas, estomaquicas,
diaforéticas, sedativas, antidepressivas e vermifugas (SOUSA et al., 2004; MIMICA-
DUKIC et al., 2004; KENNEDY et al., 2003; HUANG et al., 2008; SCHNITZLER et
al., 2008).

Tabela 8. Atividade antibacteriana do 6leo essencial de Psidium sobraleanum.

Linhagens Concentracio/Diametro (mm)
Tratamento
testadas 50% 25% 12% 6% DMSO AMI. TOB. GEN.
P. AMI+OEAV 23 22 22 - -

aeruginosa  TOBA+OEAV 20 20 19 - - 20 21 20

ATCC

15442 GEN.+OEAV 19 18 16 - -
g AMI+OEAV 27 25 24 - -

. aureus

ATCC TOBAOEAV 27 25 24 .- ] 29 21 25
12692 GEN4+OEAV 25 21 21 - ]

OEAYV — Oleo essencial de araga de veado; AMI. — Amicacina 30 pg; TOB. — Tobramicina 10pg; GEN. —
Gentamicina 10pg; DMSO — Dimetilsulfoxido; - Nao houve inibigao.

A linhagem P. aeruginosa ATCC 15442 se mostrou sensivel apenas a
associacao amicacina/dleo essencial de P. sobraleanum, apresentando um aumento da
atividade do antibidtico de 15%. Entretanto, para a linhagem S.aureus ATCC 12692 a
interacdo que promoveu o aumento do espectro de agdo do antibidtico s6 ocorreu na
associacdo com a tobramicina, ocasionando um aumento de 28,57%.

Alguns estudos com oleos essenciais de Malaleuca alternifolia e Eucaliptus
globulus, espécies com alto ter do monoterpeno 1,8-cineol, apresentam potente
atividade antibacteriana (ARANGO, SANCHEZ e GALVIS, 2004; TAKAHASHI,
KOKUBO e SAKAINO, 2004; SONBOLI, BABAKHANI ¢ MEHRABIAN, 2006).
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Além disso, o 6leo de Malaleuca alternifolia possui atividade antimicética contra
fungos do género Candida e Malassezia, e ¢ usado no tratamento de infec¢des de pele
(HAMMER, CARSON e RILEY, 2000; HAMMER, CARSON e RILEY, 2002;
WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2002). O 6leo de Eucaliptus globulus, também
apresenta atividade antimicotica, ¢ muito utilizado em irritagdes dérmicas, além de
apresentar atividade sobre bactérias e fungos (NAVARRO et al., 1996; TAKAHASHI,
KOKUBO e SAKAINO, 2004; SALARI et al., 2006; CERMELLI et al., 2008). Esse
composto, 1,8-cineol, também estd presente no oleo essencial de P. sobraleanum,
composto majoritario deste (16,2%), sendo o possivel responsavel pela atividade

demonstrada anteriormente.

Tabela 9. Atividade antibacteriana do 6leo essencial de Psidium guajava.

Linhagens Concentra¢io/Diametro (mm)
Tratamento
testadas 50% 25% 12% 6% DMSO AMI. TOB. GEN.
P AMI+OEG 23 23 23 23 -

aeruginosa TOB.+OEG 25 19 17 17 - 20 21 20

ATCC

15442 GEN.4+OEG 18 17 17 17 -
S AML+OEG 32 29 28 27 -

. aureus

ATCC  TOBAOEG 31 25 24 18 - 29 21 25
12692 GEN4OEG 26 24 23 22 -

OEG - Oleo essencial da goiaba; AMI. — Amicacina 30 pg; TOB. — Tobramicina 10pg; GEN. —
Gentamicina 10pug; DMSO — Dimetilsulfoxido; - Ndo houve inibigao.

A linhagem P. aeruginosa ATCC 15442 se mostrou sensivel a associag@o
amicacina/oleo de P. guajava promovendo um aumento de 15% no efeito do antibidtico
e na associagdo com a tobramicina, promovendo um incremento de 19%. Todos os
antibioticos testados frente a S. aureus ATCC 12692 demonstraram efeito sinérgico
com o 0leo. A associacdo do 6leo com a amicacina promoveu um aumento de 10,3%,
enquanto que a tobramicina e a gentamicina obtiveram um incremento de 47,6% ¢ 4%,

respectivamente.
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A atividade antibacteriana observada pela associacdo dos antibioticos com o
6leo essencial de P. guajava pode estar relacionada com a sua composicdo quimica. Os
terpenos, presentes em Oleos essenciais, sdo substancias que apresentam varias
propriedades farmacologicas sendo utilizados como antimicrobianos, antiinflamatorios
e analgésicos (CASTRO et al., 2004). A substancia limoneno, majoritario presentes no
6leo de P. guajava, encontrado na maioria das espécies aromaticas, apresenta ampla
atividade biologica como inseticida, nematicida, anticonvulsivante, e com atividade
antimicrobiana (VIEGAS JUNIOR, 2003; FALCAO ¢ MENEZES, 2003; PASSOS et
al., 2009; DUARTE et al., 2005; SCHUCK et al., 2001). Além disso, muitos derivados
monoterpénicos, como 0 composto majoritario deste 6leo, tém demonstrado atividades
sobre o SNC, incluindo sedativa, antinociceptiva e antidepressiva (SOUSA et al., 2007).

A linhagem Gram-positiva S. aureus ATCC 12692, foi sensivel a todos os 0leos
testados, em associagdo com os antibioticos amicacina, gentamicina e tobramicina,
dando um indicativo que as espécies do género Psidium apresentam a efeito sinérgico
com os aminoglicosideos frente a linhagens Gram-positivas.

A atividade apresentada pelos O6leos essenciais dessas espécies frente a
linhagens Gram-positivas, especialmente do género Staphylococcus ¢ muito relevante,
visto que o aumento crescente da freqliéncia de S.aureus resistentes nos ultimos anos
tem sido um problema (FREITAS, 2003; CATAO et al, 2006). Alguns trabalhos
relatam o uso de produtos naturais como fonte de combate a resisténcia desses
microorganismos (NASCIMENTO et al., 2000; CATAO et al., 2006; SILVEIRA et al.,
2006). Também foi possivel observar que a linhagem Gram-negativa P. aeruginosa
ATCC 15442 foi sensivel as interagdes entre os Oleos e os antibioticos, apesar de
apresentar melhores resultados frente e associagdo com a amicacina.

Os melhores resultados obtidos frente a S. aureus, podem estar relacionados com
a sua maior susceptibilidade aos 6leos essenciais, diferentemente do que ocorre com as
linhagens Gram-negativas, que possuem uma membrana externa com cadeias de
polissacarideos hidrofilicos, que funcionam como uma barreira hidrofobica para estes
6leos (MANN, COX ¢ MARKHAM, 2000; TASSOU e NYCHAS, 1995). Contudo,
apesar dessa barreira, a linhagem Gram-negativa P. aeruginosa, foi sensivel as
associagdes, assim como demonstrado em outros trabalhos com espécies do género
Psidium (ABDELRAHIM et al., 2002; CHERUIYOT, OLILA ¢ KATEREGGA, 2009;
CHAH et al., 2006).
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O aumento do efeito do antibidtico, causado pela interacdo com os dleos,
apresentado neste trabalho, pode ser explicado pela interacdo dos compostos presentes
no 6leo ¢ a membrana bacteriana. Os mecanismos de acdo antibacteriana dos 6leos
essenciais mais freqiientes envolvem componentes fendlicos de o6leos, os quais
sensibilizam a bicamada lipidica da membrana celular e alteram a atividade dos canais
de calcio, causando aumento da permeabilidade e liberagdo dos constituintes
intracelulares vitais (OUATTARA et al., 1997, KIM, MARSHALL ¢ WEI, 1995;
BUCHBAUER ¢ JIROVETZ, 1994; ISMAIEL e PIERSON, 1990).

Também podem ocorrer danos ao sistema enzimatico do microrganismo
envolvido na producdo de energia e na sintese de componentes estruturais, bem como a
destruicao ou inativagao de material genético (KIM, MARSHALL e WEI, 1995). Os
grupos hidroxilas fenolicos sdo bastante reativos e formam pontes de hidrogénio com

sitios ativos de enzimas-alvo, inativando-as (PORTE e GODOY, 2001).
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5.5 Atividade antibacteriana por microdiluig¢ao

5.5.1 Concentragao inibitoria minima (CIM)

As concentragdes inibitdrias minimas obtidas pelos dleos de P. sobraleanum, P.
myrsinites 2, P. myrsinites 3, P. myrsinites 1 ¢ P. guajava, estdo representados na
Tabela 10.

O dleo essencial do P. myrsinites 2 apresentou uma CIM para S. aureus ATCC
12692 de 256 pg/mL; para S. aureus (MR 358) de 512 ug/mL; para E. coli (MR 27) a
CIM obtida foi de 64 pg/mL e para a linhagem B. cereus ATCC 33018, 256 pug/mL. As
demais linhagens, E. coli ATCC 25922 e P. aeruginosa ATCC 15442, a CIM obtida foi
considerada > 1024 pg/mL.

De acordo com a classificagdo de Aligianis et al. (2001), os resultados obtidos
demonstram que as linhagens S. aureus ATCC 12692, S. aureus MR 358, E. coli MR 27
e B. cereus ATCC 33018, foram inibidas fortemente (CIM até 500 pg/mL) pelo 6leo de
P. myrsinites 2 e apresentou inibi¢ao moderada (CIM entre 600 e 1500 pug/mL) frente a
E. coli ATCC 25922 e P. aeruginosa ATCC 15442.

O ¢6leo de P. myrsinites 3 apresentou CIM de 512 pg/mL para duas linhagens
testadas, E. coli ATCC 25922 e P. aeruginosa ATCC 15442. Para as outras linhagens
testadas, S. aureus ATCC 12692, S. aureus (MR 358), E. coli (MR 27) e B. cereus
ATCC 33018 a CIM obtida foi > 1024 pg/mL. A inibicdo do o6leo frente as bactérias
Gram-negativas E. coli 25922 e P. aeruginosa 15442 foi considerada forte (MIC até
500 pg/mL), no entanto nas demais linhagens, S. aureus ATCC 12692, S. aureus (MR
358), E. coli (MR 27) e B. cereus ATCC 33018, obteve inibigdo moderada (MIC entre
600 e 1500 pg/mL).

As linhagens E. coli MR 27 e P. aeruginosa ATCC 15442 apresentaram para o
6leo essencial de P. myrsinites 1 uma CIM de 512 pg/mL, possuindo forte inibi¢do
(MIC até 500 pg/mL) frente a essas linhagens. As demais linhagens testadas, S. aureus
ATCC 12692, S. aureus MR 358, E. coli ATCC 25922 ¢ B. cereus ATCC 33018
apresentaram CIM > 1024 pg/mL, apresentando, o 6leo, uma inibicdo moderada (MIC

acima de 1600 pg/mL).
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A CIM obtida para o 6leo de P. sobraleanum frente a S. aureus ATCC 12692 e
S. aureus MR 358 foi de 64 pg/mL. As linhagens E. coli MR 27 e B. cereus ATCC
33018 obtiveram CIM igual a 32 e 16 pg/mL, respectivamente, E. coli ATCC 25922 e
P. aeruginosa ATCC 15442 apresentaram CIM > 1024 ug/mL.

Este oOleo apresentou frente as linhagens Gram-positivas, S. aureus ATCC
12692, S. aureus MR 358 e B. cereus ATCC 33018, e frente & Gram-negativa E. coli
MR 27, uma forte inibicdo (CIM até 500 pg/mL), enquanto que para as linhagens,
Gram-negativas, E. coli ATCC 25922 e P. aeruginosa ATCC 15442, demonstrou
inibicado moderada (CIM entre 600 e 1500 pg/mL).

O ¢6leo de P. guajava apresentou CIM > 1024 pg/mL frente a S. aureus ATCC
12692, E. coli ATCC 25922 e P. aeruginosa ATCC 15442, apresentando inibig¢ao
moderada (CIM entre 600 e 1500 pg/mL). Para as duas linhagens Gram-positivas S.
aureus ATCC 6538 e B. cereus ATCC 33018 o CIM obtido foi de 64 e 32 ng/mL,
respectivamente, sendo a atividade do oleo classificada como forte (CIM até 500

pug/mkL).

Os melhores resultados obtidos para analise através do CIM, foram apresentados
pelos o6leos de P. sobraleanum e P. guajava, que possivelmente devem estar
relacionados com os constituintes majoritarios, 1,8-cineol e limoneno, respectivamente,
presentes nesses 6leos, vistos que estes apresentam relatos de atividade antimicrobiana
(ARANGO, SANCHEZ e GALVIS, 2004; TAKAHASHI, KOKUBO e SAKAINO,
2004; SONBOLI, BABAKHANI ¢ MEHRABIAN, 2006; HAMMER, CARSON e
RILEY, 2000; NAVARRO et al., 1996; CASTRO et al., 2004; VIEGAS JUNIOR,
2003; SCHUCK et al., 2001).

Viérios trabalhos indicam a atividade do género Psidium contra diversas espécies
de bactérias patogénicas como S. mutans, B. subtillis, S. epidermidis, P. lundensis e B.
cereus (VIEIRA et al., 2001 ; SOUZA et al., 2004; BRIGHENTI et al., 2008; HEMA,
KUMARAVEL ¢ ELANCHEZHIYAN, 2009). Os resultados obtidos neste estudo
foram superiores aos obtidos por Cheruiyot, Olila e Kateregga (2009), onde o extrato
metanodlico de P. guajava apresentou CIM de 500 e 250 mg/mL frente as linhagens

como E.coli e P. aueruginosa.
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Os estudos de Sanches et al. (2005) e Abdelrahim et al. (2002),com extratos de
espécies desse género,confirmam os resultados apresentados aqui para as linhagens S.

aures, E. coli e P. aeruginosa, onde os valores do CIM nao superam 1500 pg/mL.

Todos os 6leos testados apresentaram frente as linhagens Gram-negativas E. coli
ATCC 25922 e P. aeruginosa ATCC 15442 uma CIM igual ou superior a 512 pg/mL,
indicando que esses Oleos possivelmente s6 apresentam agdo frente as essas linhagens
em altas concentragdes. Esta inibicdo moderada frente a linhagens desse grupo pode ser
explicada por causa das caracteristicas especificas atribuidas a ele, pois a membrana
externa das bactérias Gram-negativas apresenta uma barreira a penetracao de inumeras
moléculas, e o espago periplasmatico contém enzimas, que sdo capazes de quebrar

moléculas estranhas a partir do exterior (SANCHES et al., 2005).
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Tabela 10. Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) dos 6leos essenciais de Psidium
sobraleanum, Psidium myrsinites 1, Psidium myrsinites 3, Psidium myrsinites 2 e

Psidium guajava.

Amostras testadas / Concentracdes obtidas (ung/mL)

Bactérias o um  Psidium Psidium Psidium ,
myrsinites myrsinites . . P. guajava
testadas 3 3 myrsinites 1 sobraleanum
S. aureus
ATCC 256 >1024 >1024 64 >1024
12692
S. aureus
> >
MR 358 512 >1024 >1024 64 Z
E. coli
ATCC >1024 512 >1024 >1024 >1024
25922
E. coli
>
MR 27 64 >1024 512 32 V4
B. cereus
ATCC 256 >1024 > 1024 16 64
33018
P.
aeruginosa >1024 512 512 >1024 >1024
ATCC
15442
S. aureus Z Z Z Z 32
ATCC 6538

Z — ndo apresentou atividade
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5. 5.2 Atividade moduladora

A atividade moduladora foi realizada apenas para os 6leos que apresentaram
CIM inferior a 512 pg/mL. Sendo assim, apenas os Oleos de P. sobraleanum, P.
myrsinites 2 ¢ P. guajava foram submetidos a esse ensaio. Os resultados obtidos estdao

apresentados nas tabelas 11 a 13.

Tabela 11. Atividade moduladora do 6leo essencial de Psidium sobraleanum.

OEAV
Linhagens/CIM
Antibiético [;‘;l:z%t/r ‘Z’;] [8pg/mL] [4pg/mL] [f;'ige/r ‘:;Js]
(1024 ) C+ S.aureus C+  E.coli C+ . C+
pg/mL) ATCC MR 358 MR 27 ATCC
12692 33018
Canamicina 128 32 32 64 16 64 16 8
Amicacina 64 32 32 8 16 16 8 16
Gentamicina 16 8 4 8 2 8 8 2
Neomicina 64 32 32 8 8 32 64 16

OEAV - Oleo de araga de veado

O oleo de P. sobraleanum testado frente a S. aureus ATCC 12692 ndo mostrou
efeito sinérgico em associacdo com nenhum dos antibidticos testados. Quando
comparado com o0s controles observou-se que o efeito apresentado € antagdnico, ja que
ele apresenta uma diminuigdo da atividade do antibidtico.

A linhagem S. aureus (MR 358) também foi utilizada frente ao oleo de P.
sobraleanum e a associagdo com os antibioticos demonstrou um efeito antagénico em
associagdo com a canamicina, amicacina e neomicina, e sinérgico frente a gentamicina.

O ¢leo indicou atividade frente a E. coli (MR 27) apresentando, em associagdo
com os antibioticos canamicina, gentamicina e neomicina, um aumento da atividade
desses aminoglicosideos. Contudo, em associagdo com a amicacina, o Oleo nao

apresentou nenhuma interferéncia sobre a acdo do mesmo frente a linhagem testada.
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A linhagem B. cereus ATCC 33018 se mostrou sensivel as associa¢des do 6leo
com os antibidticos. A associacdo com a amicacina € gentamicina promoveu um
aumento do espectro de acdo € com a canamicina € neomicina demonstrou uma

diminui¢ao da acao dos mesmos.

Tabela 12. Atividade moduladora do dleo essencial Psidium myrsinites 2.

OEAP
Linhagens/CIM
Antibiético [32 pg/mL] [8pg/m.L] [32 pg/mL]
(1024 pg/mlL) S.aureus C+ E.coli C+ B.cereus C+
ATCC 12692 MR27 ATCC 33018
Canamicina 32 32 8 64 8 8
Amicacina 128 32 8 16 >1024 16
Gentamicina 4 8 2 8 8 2
Neomicina 8 32 16 32 16 16

OEAV — Oleo de aracéa de veado

O oleo essencial de P. myrsinites 2, testado frente a S. aureus 12692 demonstrou
atividade em associacdo com todos os antibioticos usados, com a gentamicina e
neomicina o 6leo promoveu um aumento da atividade do antibidtico, porém com a
amicacina o efeito obtido foi o inverso, houve uma diminui¢do da agdo. A associagao
com a canamicina ndo apresentou nenhum tipo de interagao.

O ensaio também foi realizado frente a linhagem E. coli (MR 27), obtendo-se
para todas as associacdes Oleo/antibidtico um efeito sinérgico que promoveu um
aumento da atividade dos aminoglicosideos. Entretanto, frente a linhagem B. cereus
ATCC 33018 essa associagdo sé apresentou interacdo com o antibiotico gentamicina,
promovendo um efeito antagdnico, para os demais antibioticos o 6leo ndo modificou

seus espectros de agao.
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Tabela 13. Atividade moduladora do 6leo essencial de Psidum guajava.

OEG
Linhagens/CIM

Antibiético [4 pg/mL] [8 pg/mL]

1024 pg/mL S.aureus C+ B.cereus C+
ATCC 6538 ATCC 33018

Canamicina 16 128 32 8

Amicacina 32 64 64 16
Gentamicina 4 128 16 2
Neomicina 8 128 32 16

OEG - Oleo da goiaba.

A linhagem S. aureus ATCC 6538 foi sensivel a todas as associagdes 6leo de P.
guajava /antibidtico, indicando em todos os casos um aumento da atividade dos
aminoglicosideos. No entanto, observou-se para a linhagem B. cereus ATCC 33018, um
efeito antagonico, caracterizado pela diminui¢do do espectro do antibidtico.

Os resultados do ensaio da atividade moduladora indicaram que o 6leo de P.
sobraleanum, apenas frente a linhagem S.aureus ATCC 12692, apresentou efeito
antagdnico nas associacdes com todos os antibidticos usados. Além disso, o 6leo de P.
myrsinites 2, testado frente a E. coli (MR 27), assim como o 6leo de P. guajava frente a
S. aureus ATCC 6538, indicaram acdo sinérgica nas associagdes com todos os
aminoglicosideos .

Estes resultados indicam que todos os dleos usados neste ensaio apresentaram
sinergismo com um ou mais antibidticos, frente a pelo menos uma linhagem testada,
demonstrando que essa associagdo pode promover beneficios, diminuindo a resisténcia
dos patogenos aos antibidticos, tornando-se alternativas interessantes no combate a esses
microorganismos (LU et al., 2007; MBWAMBO et al., 2007).

O sinergismo apresentado por esses 6leos confirmam os dados encontrados em
outros estudos, que demonstram que produtos naturais e varios compostos, tém
atividade direta contra muitas espécies de bactérias, refor¢ando a atividade de um
antibidtico especifico, revertendo a resisténcia natural de bactérias especificas aos

antibidticos administrados, promovendo a eliminagdo de plasmideos de bactérias como
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Escherichia coli, e inibindo as fun¢des de transporte da membrana plasmatica em
relacdo aos que receberam antibioticos (JANA e DEB, 2006; SMITH et al., 2007).

A relagdo de interagdo entre d6leo ¢ antibidtico acontece de diversas maneiras,
mas comumente ocorre pela na membrana, onde o 6leo essencial pode interagir e afetar
a membrana plasmatica dos microorganismos, interferindo com a atividade da cadeia
respiratéria e da producdo de energia (RODRIGUES, COSTA e COUTINHO, 2010),
tornando-a mais permeavel a absor¢ao dos antibidticos, e promovendo a fuga de
constituintes vitais da célula bacteriana (BURT , 2004; JUVEN et al, 1994).

Diante dos resultados obtidos pelos 6leos em todos os métodos avaliados, ¢
possivel obter conclusdes e realizar comparacdes.

As possiveis diferencas obtidas pelos métodos de contato gasoso, de atividade
moduladora e concentracdo inibitéria minima (CIM) estao relacionadas com a interacao
ocorrida entre 0s microorganismos, os antibioticos e os 6leos.

No método de contato gasoso a interacdo ocorre de maneira indireta, pois as
substancias volateis do 6leo reagem com o antibidtico sem o contato direto de suas
substancias. O mecanismo pelo qual ocorre esse tipo de interacdo pode ser pelo
enfraquecimento do sistema de enzimas bacteriano, que ¢ um potente mecanismo de
acdo, e pode acontecer devido a absor¢ao de vapor direta pelos microorganismos e pela
absor¢ao do vapor no meio (WENDAKOON e SAKAGUCHI, 1995; RODRIGUES,
COSTA e COUTINHO, 2010), promovendo dessa forma a morte do microorganismo.

Todavia, nos métodos de atividade moduladora e CIM, os antibidticos, os 0leos
€ 0s microorganismos interagem diretamente durante o periodo de crescimento das
linhagens, possibilitando uma maior reacdo das substancias contidas nos 6leos com o0s

antibioticos.

5.6 Atividade antifungica pelo método de difusdo em disco

Os resultados das atividades antibacteriana dos 6leos pelo método de difusdao em

agar estdo representados na Tabela 14, abaixo.



Tabela 14. Atividade antifungica pelo método de difusdo em disco dos 6leos de Psidium sobraleanum, Psidium myrsinites 2, Psidium myrsinites

1, Psidium myrsinites 3 e Psidium guajava.

Concentragao/Didmetro do halo (mm)

Oleos Cepas CET.
10% 5% 2,5% 1,25% 0,6% 0,3% (10%)
Ca(ATCC 145070 9,540,70 7,50,70 10,5+0,70 8,0+1,41  0,0+0,0 25
40006)
Psidium C k(ATCC  125+0,70 8,5+0,70 8,0+1,41 6,5£0,70  0,0+0,0  0,0+0,0 16
sobraleanum 6538)
Cr(ATCC  11540,70 10,5+0,70 10,040,0 9,5+0,70  9,040,0  6,5+0,70 26
40042)
C.a(ATCC  100+0,0 9,540,70  8,5+0,0  0,040,0  0,040,0  0,0+0,0 25
40006)
Psidium C k(ATCC  130+1,41 10,5+0,70 0,0:0,0 00,0  0,0£0,0  0,0+0,0 16
myrsinites 1 6538)
Ct(ATCC  90+0,0 850,70 7,0£141  00£0,0  00£0,0  0,0+0,0 26
40042)
C.a(ATCC 1104141 10,040,0 8,5#0,70 7.5+0,70  7,040,0  0,0+0,0 25
40006)
Psidium C k(ATCC 140400 11,5£0,70 9,080,0  8,5+0,70  0,0+0,0  0,0+0,0 16
myrsinites 2 6538)
Ct(ATCC  10,0:0,70 8,5+0,70 8,0£0,70  0,040,0  0,0£0,0  0,0+0,0 26
40042)
Ca(ATCC 90400  7,540,70 7,040,0  7.041,41  0,040,0  0,0+0,0 25
40006)
Psidium C k(ATCC  70+0,0  0,0+0,0  0,040,0 00,0  0,0+0,0  0,0+0,0 16
myrsinites 3 6538)
CL(ATCC  0,040,0  0,040,0  0,0:0,0  0,040,0  0,0£0,0  0,0£0,0 26
40042)
Ca(ATCC 120400 85+0,70  0,0640,0  0,0+0,0  0,040,0  0,0+0,0 25
40006)
Psidium guajava  © 1; g?gT)CC 9,0:0,0  8,5%0,70  7,0:0,0  6,5:0,70  0,0£0,0  0,0£0,0 16
Ct(ATCC 00400  0,060,0  0,020,0  0,040,0  0,040,0  0,0+0,0 26
40042)

C.a — Candida albicans; C. k— Candida kusei; C.t — Candida tropicallis

CET. — Cetoconazol (10%) 83
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O ¢6leo essencial de P. sobraleanum apresentou atividade frente a todas as cepas
testadas. A cepa C. albicans ATCC 40006 apresentou inibi¢do de 14,5 mm, enquanto
que para C. krusei ATCC 6538 e C. tropicalis ATCC 40042 a inibi¢ao foi de 12,5 e
11,5 mm, respectivamente, sendo todas as cepas classificadas como possuindo
sensibilidade intermediaria. Entretanto, quando os resultados foram comparados com o
controle cetoconazol foi possivel observar que o 6leo ndo apresentou halo superior ao
do controle utilizado.

A atividade demonstrada neste estudo pelo 6leo de P. sobraleanum pode estar
relacionada com a presen¢a do composto 1,8-cineol presente como um dos majoritarios
(16,2%) neste Oleo. Esse constituinte apresenta diversas atividades, dentre elas
vasorelaxante, atividade antimicrobiana, antiinflamatoria, larvicida, antioxidante e esta
presente também nos Oleos de Malaleuca alternifolia e em espécies do género Salvia
apresentando atividade antimicética e antimicrobiana (SONBOLI, BABAKHANI e
MEHRABIAN, 2006; HAMMER, CARSON ¢ RILEY, 2000; HAMMER, CARSON e
RILEY, 2002)

Os oleos de P. myrsinites 1 e P. myrsinites 2 também foram capazes de inibir o
crescimento de todas as cepas usadas. Em ambos, o melhor resultado foi obtido frente a
C. krusei ATCC 6538, onde para o 6leo de P. myrsinites 1, o halo obtido foi de 13 mm e
para o P. myrsinites 2, 14 mm, sendo as cepas classificadas como apresentando
sensibilidade intermedidria, bem como nos demais fungos que apresentaram os
seguintes halos de inibi¢do: C. albicans ATCC 40006 — 10 mm para o 6leo de P.
myrsinites 1 € 11 mm para o P. myrsinites 2 e C. tropicallis ATCC 40042 — 9 e 10 mm
para os 6leos de P. myrsinites 1 € P. myrsinites 2, respectivamente.

As atividades apresentadas pelos oOleos supracitados complementam as
atividades encontradas com outras espécies do género Psidium, sobre essas € outras
cepas de fungos (NAIR, KALARIYA e CHANDA, 2007; ALVES et al., 2006).

As cepas C. albicans ATCC 40006 e C. krusei ATCC 6538 foram sensiveis aos
Oleos de P. myrsinites 3 e P. guajava, apresentando halos de inibicao de 9 ¢ 7 mm para
o primeiro ¢ 12 ¢ 9 mm para P. guajava, sendo as cepas em ambos os Oleos,
classificadas como possuindo sensibilidade intermedidria a estes. Apesar da
sensibilidade das outras cepas de Candida, a levedura C. tropicalis 40042 foi insensivel

aos dois Oleos ensaiados.
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O melhor resultado obtido dentre todos os O6leos testados foi o de P.
sobraleanum, que foi capaz de inibir o crescimento de todas as leveduras até a
concentracdo de 1,25%. No entanto, nenhum deles apresentou atividade superior ao

cetoconazol, usado como controle no ensaio.

Os resultados obtidos, pelo método difusdo em disco, estdo de acordo com
outros trabalhos que apresentaram atividade antifungica frente a varias cepas flngicas

(NAIR e CHANDA, 2007; ALVES et al., 2006; ALVES et al., 2009).

5.7 Atividade antifingica por microdiluigdo

5.7.1 Concentragao Inibitoria Minima (CIM)

Os resultados da concentragdo inibitdria minima (CIM) para os 6leos essenciais
em estudo encontram-se na Tabela 15. Os dados obtidos foram classificados de acordo
com o trabalho de Menezes et al. (2009) que indica os seguintes critérios de aceitagao
do CIM para antifungicos: CIM abaixo de 100 mg/mL— boa atividade antifungica; CIM
entre 101 e 500 mg/mL — Moderada atividade antifungica; CIM entre 501 e 1000
mg/mL— Fraca atividade antifingica e CIM acima de 1001 mg/mL — Inativo.

Os oleos de P. myrsinites 2 e P. myrsinites 3 apresentaram uma CIM de 512
ng/mL para os trés fungos testados, C. albicans ATCC 40006, C. krusei ATCC 6538 ¢
C. tropicalis ATCC 40042. De acordo com a classificagdo usada, os dois o6leos
apresentaram boa atividade antifingica (CIM abaixo de 100 mg/mL), frente as trés
cepas testadas.

O dleo essencial de P. myrsinites 1 apresentou para as cepas C. albicans ATCC
40006 e C. krusei ATCC 6538 uma CIM de 512 pg/mL, enquanto que para C. tropicalis
ATCC 40042, obteve CIM de 128 pg/mL. Este 6leo apresentou boa atividade (CIM
abaixo de 100 mg/mL) frente a todas as cepas ensaiadas.

Todas as cepas testadas frente ao oOleo de P. sobraleanum demonstraram
sensibilidade indicando uma CIM de: 256 ug/mL para C. albicans ATCC 40006 e C.
tropicalis ATCC 40042, e 128 pg/mL para C. krusei ATCC 6538. Nesse caso, o 6leo de

P. sobraleanum apresentou boa atividade antifingica (CIM abaixo de 100 mg/mL).
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A concentragdo inibitéria minima (CIM) do 6leo essencial de P. guajava foi de
512 pg/mL para todos os fungos testados, C. albicans ATCC 40006, C. krusei ATCC
6538 e C. tropicalis ATCC 40042, demonstrando a boa atividade (CIM abaixo de 100
mg/mL) deste 6leo frente as cepas ensaiadas.

Todos os o6leos testados apresentaram boa atividade frente aos trés fungos
utilizados, no entanto, os melhores resultados foram encontrados pelo 6leo de P.
myrsinites 1, que apresentou CIM de 256 ug/mL frente a C. albicans ATCC 40006 e
C.tropicalis ATCC 40042 e CIM de 128 pg/mL frente a C. krusei ATCC 6538.

Esta atividade pode estar relacionada com a presen¢a do constituinte 1,8-cineol,
majoritario neste oleo (16,2%), que apresenta comprovada atividade antifingica
(SONBOLI, BABAKHANI e¢ MEHRABIAN, 2006; ARANGO, SANCHEZ e
GALVIS, 2004; TAKAHASHI, KOKUBO e SAKAINO, 2004; SALARI et al., 2006;
CERMELLI et al., 2008).

Esses resultados apresentam grande relevancia e indicam novos agentes
terapéuticos que podem ser utilizados no combate a infec¢des fungicas, que sdo de
dificil tratamento, fato relacionado a elevada resisténcia da Candida frente a acdo de
alguns antifingicos convencionais (ARAUJO et al., 2004). Além disso, esses novos
agentes terapéuticos podem auxiliar na prevencdo e no tratamento das infec¢des
fingicas com eficécia, custos baixos e menores efeitos colaterais (MENEZES et al,
2009).

A partir dos resultados obtidos da CIM foi realiza a atividade moduladora do
antibidtico para todos os 6leos em estudo, ja que eles apresentaram CIM > 512 pg/mL.
Em paralelo a esse ensaio também foi realizada a concentragdo fungicida minima

(CFM), utilizada para confirmar a atividade do 6leo.
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Tabela 15. Concentracdo Inibitéria Minima dos 6leos essenciais de Psidium myrsinites
2, Psidium myrsinites 3, Psidium myrsinites 1, Psidium sobraleanum e Psidium

guajava.

Amostras testadas /Concentracdes obtidas (ng/mL)

Psidium Psidium .. . . g
L. L. Psidium Psidium Psidium
Fungos testados myrsinites myrsinites L. .
myrsinites 1 sobraleanum guajava

2 3
C. a. ATCC 40006 512 512 512 256 512
C. k. ATCC 6538 512 512 512 128 512
C. t. ATCC 40042 512 512 128 256 512

C.a. — Candida albicans ; C.k.- Candida krusei; C.t. — Candida tropicalis

5.7.2 Concentragdo Fungicida Minima (CFM)

Esse ensaio foi considerado um teste confirmatorio para a visualizacdo do
crescimento ou ndo das cepas, evidenciando as atividades do 6leo como fungiostatico,
quando apenas interrompe o crescimento do fungo ou fungicida, quando inibi o
crescimento deste.

Os resultados obtidos indicam que todos os Oleos utilizados, apenas foram
capazes de interromper o crescimento fungico (Tabela 16), levando-se em consideragao

apenas a CIM obtida por cada um deles no ensaio anterior.
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Tabela 16. Concentracdo Fungicida Minima (CFM) dos 6leos essenciais das espécies

de Psidium.
Oleo Linhagens CFM (ng/mL)
C. albicans >512
ATCC 40006
. .. C. krusei >512
Psidium myrsinites 2 ATCC 6538
C.tropicalis >512
ATCC 40042
C. albicans >512
ATCC 40006
- . C. krusei >512
Psidium myrsinites 1 ATCC 6538
C.tropicalis > 256
ATCC 40042
C. albicans >512
ATCC 40006
. . C. krusei >512
Psidium myrsinites 3 ATCC 6538
C.tropicalis >512
ATCC 40042
C. albicans >256
ATCC 40006
. C. krusei >128
Psidium sobraleanum ATCC 6538
C.tropicalis >128
ATCC 40042
C. albicans >512
ATCC 40006
Psidium guajava C. krusei 2512
ATCC 6538
C.tropicalis >512
ATCC 40042

CFM - Concentrac¢do Fungicida Minima; C.a. — Candida albicans ; C.k.- Candida krusei; C.t. —
Candida tropicalis
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5.7.3 Atividade moduladora

A atividade moduladora foi realizada apenas para os 6leos que apresentaram
CIM > 512 pg/mL, enquadrando os 6leos essenciais das cinco espécies em estudo. Os

resultados podem ser observados nas Tabelas 17 a 21, abaixo.

Tabela 17. Atividade moduladora do 6leo essencial de Psidium myrsinites 2.

OEAP
Linhagens/MIC
[32 ng/mL] [16 pg/mL] [32 ng/mL]
Antibiotico  C.albicans C+ C. krusei  C+ C. tropicalis C+
ATCC 40006 ATCC 6538 ATCC 40042
Fluconazol 256 512 256 128 128 64
Cetoconazol 256 512 16 64 128 256

OEAP — Oleo essencial de araga preto

O oleo de P. myrsinites 2 apresentou efeito sinérgico em associagdo com os dois
antifiingicos testados, cetoconazol e fluconazol, frente a C. albicans ATCC 40006. Nas

demais cepas, C. krusei e C. tropicalis, o 6leo apresentou efeito antagdnico na

associacao com os antifingicos.
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Tabela 18. Atividade moduladora do 6leo essencial de Psidium sobraleanum.

OEAV
Linhagens/MIC
[32 ng/mL] [16 pg/mL] [32 ng/mL]
Antibiotico  C.albicans C+ C. krusei  C+ C. tropicalis C+
ATCC 40006 ATCC 6538 ATCC 40042
Fluconazol 256 512 256 32 128 128
Cetoconazol 256 512 8 8 64 64

OEAV - Oleo essencial de araca de veado

Para o oleo de P. sobraleanum, a cepa C. albicans ATCC 40006, apresentou
sensibilidade a associagdo oleo/fluconazol e 6leo/cetoconazol, sendo demonstrado um
efeito sinérgico. A associacdo do 6leo com o fluconazol, frente a cepa C. krusei ATCC
6538 apresentou efeito antagonico, promovendo a diminui¢ao do espectro de acao do
antifingico. No entanto, em associagdo com o cetoconazol, frente a mesma cepa, o 6leo
ndo promoveu nenhuma diferenca na atividade apresentada por ele.

A associagdo do 6leo com os antifiingicos, frente a cepa C. tropicalis ATCC

40042, nao demonstrou nenhum efeito na agao destes antifungicos.

Tabela 19. Atividade moduladora do 6leo essencial de Psidium myrsinites 1.

OEAE
Linhagens/MIC
[32 pg/mL] [16 pg/mL] [32 pg/mL]
Antibiotico  C.albicans C+  C. krusei C+ C. tropicalis C+
ATCC 40006 ATCC 6538 ATCC 40042
Fluconazol 0,5 256 256 128 64 64
Cetoconazol 0,5 256 64 16 64 64

OEAE — Oleo essencial de araca encarnado



91

O oleo essencial de P. myrsinites 1 apresentou efeito sinérgico em associagao
com dois antifungicos frente a C. albicans ATCC 40006. Na associagdo
Oleo/antifungico, esta promoveu efeito antagdnico, com o cetoconazol € com o
fluconazol, frente a C. krusei ATCC 6538, entretanto frente a C. tropicalis ATCC

40042 a interacdo nao apresentou nenhuma diferenca nos resultados obtidos.

Tabela 20. Atividade moduladora do 6leo essencial de Psidium myrsinites 3.

OEAA
Linhagens/MIC
[16 pg/mL] [32 pg/mL]
Antibiotico C. krusei  C+ C. tropicalis C+
ATCC 6538 ATCC 40042
Fluconazol 256 256 512 256
Cetoconazol 32 0,5 512 512

OEAA — Oleo essencial de araga amarelo

A cepa C. albicans ATCC 40006, foi sensivel a associacdo do cetoconazol e
fluconazol com o6leo de P. myrsinites 3, esta interagdo promoveu um aumento da
atividade dos antifingicos sobre essa cepa.

A interagdo entre o 6leo e o cetoconozal sobre a cepa C. krusei ATCC 6538,
promoveu uma diminui¢do na atividade deste antifingico, indicando uma relagdo de
antagonismo, porém a associacdo com o fluconazol ndo demonstrou nenhum efeito
sobre este fungo.

O ¢6leo de P. myrsinites 3 em associagao com o fluconazol promoveu um efeito
antagdnico sobre a cepa C. tropicalis 40042, diminuindo a acdo do antifiingico sobre
esta levedura. A associagdo com o cetoconazol frente a esta mesma cepa, no entanto,

ndo promoveu nenhuma diferenga no espectro de acao deste antifingico.
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Tabela 21. Atividade moduladora do 6leo essencial de Psidium guajava.

OEG
Linhagens/MIC
[32 pg/mL] [16 ng/mL] [32 pg/mL]
Antibiotico  C.albicans C+  C. krusei C+ C. tropicalis C+
ATCC 40006 ATCC 6538 ATCC 40042
Fluconazol 16 128 256 128 512 256
Cetoconazol 64 128 32 8 512 256

OEG - Oleo essencial da goiaba

O oleo essencial de P. guajava nao apresentou modulagdo da atividade em
nenhum dos antifingicos testados sobre nenhuma das cepas usadas, C. albicans ATCC
40006, C. krusei ATCC 6538 e C. tropicalis ATCC 40042.

Estes resultados indicam que a maioria dos 6leos testados nao foram capazes de
modular a atividade dos antifingicos usados ou apresentaram efeito antagonico em
associagdo com eles.

Apesar disso, os oleos de P. myrsinites 2, P. sobraleanum, P. myrsinites 1 e P.
myrsinites 3, promoveram, em associagdo com os antifungicos cetoconazol e
fluconazol, efeito sinérgico frente a cepa de C. albicans ATCC 40006.

O uso de produtos naturais em associa¢do com os recursos comercial disponiveis
tem sido freqiientemente documentado, demonstrando o uso combinado de produtos
naturais € medicamentos industrializados em tratamento de doengas respiratorias,
digestivas e acidente vascular cerebral (SHIN et al., 2007; CALVET-MIR, REYES-
GARCIA e TANNER, 2008; VANDEBROEK et al., 2008).
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6. CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente trabalho permitem concluir que:

e O levantamento bibliografico indicou que a espécie P. guajava foi a mais estudada
dentre todas as outras espécies do género Psidium no periodo de 2000 a 2010.
Destacando-se os estudos com o extrato aquoso das folhas e a atividade

antimicrobiana desta espécie.

e Os 0leos essenciais das espécies do género Psidium apresentam constituicdo quimica

semelhantes.

e Um total de 36 constituintes foram identificados nos cinco Oleos estudados,
apresentando como majoritarios os seguintes composto: acetato de nerila, para as
espécies Psidium myrsinites 1 (32,7%) e Psidium myrsinites 3 (35,7%); 1,8 — cineol
(16,2%) para o Oleo de Psidium sobraleanum; d-cadinol (29,3%), para o 6leo de

Psidium myrsinites 2 e limoneno (96,2%), para o 6leo de Psidium guajava.

e Todos os Oleos apresentaram atividade antimicrobiana, mesmo que discreta, no
screening bacteriano e antifungico, frente um dos microorganismos testados e em pelo

menos uma concentragao.

e Os Oleos essenciais apresentaram atividade antimicrobiana proeminente, do ponto de
vista clinico. Todas as linhagens bacterianas foram sensiveis, com menor atividade
frente as linhagens Gram-negativas E. coli ATCC 25922 e P. aeruginosa ATCC
15442.

e Os fungos também apresentaram sensibilidade a todos os Oleos ensaiados,
apresentando melhores resultados com o o6leo de Psidium myrsinites 1, onde o CIM

obtido foi de 0,5 pg/mL.
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Interferéncia dos 6leos na atividade antimicrobiana foram observadas para todos os
aminoglicosideos e antifiingicos analisados por microdilui¢ao e contato gasoso, sendo
observada uma interag¢do interessante de sinergismo na maioria das associagdes com

0s 0leos.

Os resultados obtidos indicam que os dleos essenciais das espécies do género Psidium
podem vir a ser potenciais agentes terapéuticos para o tratamento de patologias
causadas por agentes microbianos, atuando como antimicrobiano e modulador das

atividades de antibiodticos.

Estes resultados fornecem uma contribuicdo para o conhecimento das caracteristicas

quimicas e das atividades biologicas das espécies do género Psidium.
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