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RESUMO

A Psidium guajava L. (goiabeira) € utilizada popularmente no tratamento de vdrias
enfermidades. E comum o uso de chds das folhas jovens (brotos) para combater os sintomas
de infec¢do gastrointestinal, sendo as folhas maduras e as secas menos citadas. Entretanto, os
brotos estdo em pequena quantidade nas arvores, e o estudo das folhas maduras é importante
para a comprovacido de que possuem substancias ativas suficientes para manter atividade
antimicrobiana encontrada nos brotos. O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade
antimicrobiana e moduladora do extrato bruto hidroalcodlico seco (EBHSPg) obtido a partir
das folhas maduras de Psidium guajava L. O material foi coletado no horto de plantas
medicinais José de Abreu Matos e utilizado para obtencdo do EBHSPg 10%. Através de
testes fitoquimicos, foi verificada a presenca de flavondides, taninos pirogélicos, saponinas e
triterpendides. O potencial antimicrobiano foi determinado pelo método de difusdo em &gar,
a Concentragdes Inibitérias Minima (CIM) pelo método de microdiluicdo em caldo e a
Concentracao Letal Minima (CLM) pela técnica de contagem por microgota, sobre as cepas
microbianas de referéncia Staphylococcus aureus ATCC 6538P, Escherichia coli ATCC
10536, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Salmonella cholerae-suis
subespéciecholerae-suis ATCC 10708 e Candida albicans ATCC 10231. A atividade
moduladora do extrato na agdo de antibidticos de uso clinico (Gentamicina 30ug, Cefoxitina
30ug, Ciprofloxacina Spug e Ampicilina 10pg) foi testada pelo método de disco-difusdo
modificado, sobre P. aeruginosa, S. cholerae-suis e S. aureus, cepas que apresentaram maior
sensibilidade ao EBHSPg. Na técnica de difusdo em dgar, a cepa S. cholerae-suis apresentou
maior sensibilidade, com o didmetro dos halos de inibicdo de 19 a 23 mm, seguido de P.
aeruginosa (7 a 11,5mm), S. aureus (7 a 10,5mm) e E. coli (7,5mm). Porém, o EBHSPg, nas
concentracoes testadas, ndo apresentou inibicao sobre C. albicans. A menor concentracdo em
que houve formacgdo de HI foi de 25 mg/mL de extrato, inibindo o crescimento das cepas S.
cholerae-suis e P. aeruginosa. Nos testes de microdilui¢do, a menor CIM do EBHSPg
encontrada foi de 5 mg/mL para P. aeruginosa e S. cholerae-suis. Nao foi possivel
determinar a CLM nas concentracoes do EBHSPg testadas. O EBHSPg apresentou
sinergismo apenas quando associado a ampicilina sobre as cepas P. aeruginosa e S. cholerae-
suis. As associagdes dos outros antibidticos usados e EBHSPg apresentaram 77,8% e 22,20%
de efeito indiferente e antagdnico, respectivamente, sobre as cepas testadas. Os resultados

mostram que as folhas maduras de P. guajava L. possuem substidncias com acdo



antimicrobiana capazes de modular positivamente a atividade da ampicilina sobre P.
aeruginosa e S. cholerae-suis, podendo ser uma alternativa ao uso de folhas jovens. Porém, é
preciso que se fagam novas pesquisas para determinar o mecanismo de a¢ao desse produto
vegetal, assim como novos ensaios de toxicidade que forne¢cam base para o uso seguro dessa
planta pela populacao.

Palavras-chave: Psidium; produtos com a¢cdo antimicrobiana; plantas medicinais.



ABSTRACT

The Psidium guajava L. ("guava") is popularly used in the treatment of various diseases. It is
common to use teas from young leaves (sprouts) to combat the symptoms of gastrointestinal
infection, already mature leaves and dry leaves are less cited. However, the sprouts are in
small amount in the trees. The study of mature leaves is important to prove that they have
enough active substances to keep antimicrobial activity found in sprouts. The objective of this
study was to evaluate the antimicrobial activity and modulating of dry raw hydroalcoholic
extract (EBHSPg) obtained from the mature leaves of Psidium guajava L. The material was
collected in the garden of medicinal plants José de Abreu Matos and used for obtaining
EBHSPg 10%. Through phytochemical tests, it was verified the presence of flavonoids,
pirogdlicos tannins, saponins and triterpenoids. The antimicrobial potential was determined by
agar diffusion method, the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) by the microdilution
broth method and the Minimum Lethal Concentration (MLC) by counting technique
microdrop on microbial strains reference Staphylococcus aureus ATCC 6538P, E. coli ATCC
10536, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 , Salmonella cholerae-suis ATCC 10708
subespécie cholerae-suis ATCC 10231 and Candida albicans ATCC 10231. The modulating
activity of the extract in action in clinical use antibiotics (Gentamicin 30pg, Cefoxitin 30ug,
Ciprofloxacin 5ug and Ampicillin 10mg) was tested by disk diffusion method modified on P.
aeruginosa, S. cholerae-suis and S. aureus, strains that showed higher sensitivity EBHSPg.
The diffusion technique in agar, the S. cholerae-suis strain showed higher sensitivity, with the
diameter of the inhibition zones 19-23 mm, followed by P. aeruginosa (7 to 11.5mm), S.
aureus (7 to 10.5mm) and E. coli (7.5mm). But the EBHSPg at the tested concentrations
showed no inhibition on C. albicans. The lowest concentration at which there was formation
of HI was 25 mg / mL of extract, inhibiting the growth of S. cholerae-suis strains and P.
aeruginosa. In the microdilution tests, the lowest CIM of EBHSPg was found to be 5 mg / ml
for P. aeruginosa, and S. cholerae-suis. Could not determine the CLM in EBHSPg
concentrations tested. The EBHSPg showed synergism only when associated with ampicillin
on P. aeruginosa strains and S. cholerae-suis. The associations of other antibiotics used and
EBHSPg have 77.8% and 22.20% of indifferent and antagonistic effect, respectively, on the
strains tested. The results show that mature leaves of P. guajava L. have substances with
antimicrobial activity, are able to positively modulate the activity of ampicillin on P.

aeruginosa and S. cholerae-suis and may replace the use of young leaves. However, it is



necessary to do further research to determine the mechanism of action of this plant product, as
well as new toxicity tests that provide the basis for the safe use of this plant by the population.

Keywords: Psidium; antimicrobial activity products; medicinal plants.
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1 INTRODUCAO

O uso popular de plantas medicinais € praticado desde os primérdios da
civilizagdo, sendo fundamentado no acimulo de informagdes repassadas oralmente através de
sucessivas geragdes (FRANCO; BARROS, 2006). Atualmente, as plantas medicinais s@o
utilizadas popularmente, como um método alternativo para o tratamento de diversas
enfermidades, uma vez que, em muitas comunidades, representam um recurso mais acessivel

em relacdo aos medicamentos alopaticos (BEVILACQUA, 2010).

O Brasil € o pais com a maior biodiversidade do planeta, em torno de 15 a
20% do total mundial, principalmente em se tratando de plantas medicinais, que sdo matérias-
primas para a fabricacdo de fitoterdpicos, dentre outros medicamentos. Além disso, possui
uma rica diversidade étnica e cultural e detém um vasto conhecimento tradicional relacionado
ao uso plantas medicinais, possuindo potencial necessdrio para o desenvolvimento de

pesquisas, o que garante avangos no tratamento de muitas doencas (BRASIL, 2006).

O uso de plantas com efeito antimicrobiano tem ganhado destaque, pois
muitos microrganismos desenvolveram resisténcia aos antibioticos tradicionais (COWAN,
1999). Através de diversos mecanismos, 0 microrganismo pode resistir total ou parcialmente a
acdo de um ou mais antimicrobianos pertencentes a mesma ou a diferentes classes
terapéuticas, essa resisténcia pode ser natural ou adquirida, determinada geralmente por

pressdo seletiva ou uso incorreto dos antibiéticos (OTAIZA O'R, 2002).

Nesse contexto, a goiabeira vermelha (Psidium guajava L.) pode ser citada
como uma planta medicinal amplamente usada, tanto no tratamento de doengas infecciosas,
como as infecgdes do trato digestivo,além de tratar problemas respiratérios, diabetes,
hipertensdo e cdrie. Também ¢ utilizada como analgésico, antipirético, anti-inflamatério,
antisséptico e cicatrizante. Muitas partes da planta podem ser utilizadas na medicina popular,
como as folhas, a casca, a raiz e as flores, na forma de chés (preparados por infusdo, no caso
das folhas, ou decoccdo, no caso das cascas), pasta, extrato, ou colocadas aquecidas
diretamente sobre a pele (ABDELRAHIM et al., 2002; GUTIERREZ, MITCHELL e SOLIS,
2008).

Segundo Dutta e Das (2000), a tintura da casca mostrou atividade fungicida
em diferentes concentracdes, entretanto, para a cepa Candida albicans, foi encontrada

somente atividade fungistatica (GUTIERREZ, MITCHELL e SOLIS, 2008). Extrato etandlico
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da casca do fruto maduro apresentou atividade contra Streptococcus mutans e Escherichia

coli (NEIRA e RAMIREZ, 2005).

Chah et al. (2006) afirmaram que extratos aquoso e alcodlico de folhas e de
raizes de Psidium guajava L. possuem efeito inibitério do crescimento de Staphylococcus
aureu, Bacillus cereus, Streptococcus mutans, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella
enteritidis, Proteus spp., Shigella spp. e Escherichia coli. Biswas et al. (2013) constataram
que folhas de Psidium guajava L. possuem substancias com atividade antimicrobiana, como
taninos, flavondides, terpendides e saponinas. Os extratos estudados por eles inibiram o

crescimento de Bacillus cereus e Staphylococcus aureus.

A espécie Psidium guajava L. apresenta grande utilidade na medicina
popular, podendo ser utilizar praticamente todas as partes da planta no tratamento de vdrias
doencas. Em se tratando do uso das folhas para tratar diarréia e infeccdo intestinal, estudos
(VIEIRA et al., 2001; MATOS, 2007; IHA et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2012) relatam o
uso dos brotos (folhas jovens) para o preparo de chds, ja as folhas maduras e as secas s@o

menos citadas na literatura.

Como os brotos estdo em pequena quantidade na planta, pesquisar o
potencial antimicrobiano das folhas maduras assume grande importancia, pois estas sao
encontradas em maior quantidade nas arvores dessa espécie e seu uso poderia preservar o

vegetal, além de ser de mais fécil acesso a populagdo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Plantas medicinaism,

Em muitas comunidades e grupos étnicos, o conhecimento popular sobre
plantas medicinais representa, geralmente, o Unico meio de se obter cura para diversas
doencas. Esse conhecimento € obtido de forma empirica e repassado de geragdo em geracgao.
Atualmente, nas regides mais pobres do Brasil, ou, até mesmo, nas grandes capitais, as
plantas medicinais sdo comercializadas em feiras livres, ou sdo cultivadas em vdrias

residéncias (TEIXEIRA, 2009).

A biodiversidade dos vegetais constitui a principal fonte de moléculas para
a produ¢do de uma gama de produtos economicamente importantes, incluindo modelos para a
sintese de um grande numero de farmacos (COWAN, 1999). Estudos relacionados com
plantas na medicina alternativa t€tm merecido muita atencdo, devido aos grandes avangos que

fornecem as ciéncias da saiide (CARNEIRO et al., 2014).

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA), planta
medicinal € toda planta, ou partes dela, que contenham as substincias, ou classes de
substincias responsaveis pela agdo terapéutica (BRASIL, 2010). O uso de substincias
derivadas de plantas tem se destacado, tanto como agentes terapéuticos, quanto como matéria-
prima para a sintese de novos medicamentos (ASSIS; MORELLI-AMARAL; PIMENTA,
2015). Aproximadamente 40% dos medicamentos atualmente disponiveis foram
desenvolvidos direta ou indiretamente a partir de fontes naturais, em sua maioria de plantas

(WHO, 2011).

7z

O principal uso terapéutico de plantas medicinais é no tratamento de
doencas respiratorias, seguido das inflamagdes em geral e das variadas formas de doencas
intestinais (MATOS, 2002). Muitas plantas medicinais de uso popular ja possuem efetividade
terapéutica comprovada e caracteristicas quimicas e farmacoldgicas que justificam o seu uso
disseminado em comunidades. Dessa forma, esse tipo de cultura medicinal € fonte de
inspiracdo para a ocorréncia de novas pesquisas de produtos terapéuticos de origem vegetal

(TEIXEIRA, 2009).

Segundo dados da OMS, em paises em desenvolvimento, como Itélia,

Canadd, Alemanha e Franca, o uso de produtos da medicina tradicional, incluindo as plantas
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medicinais, € praticado por 70 a 90% da populacdao. A OMS também afirma que os produtos
naturais sdo fontes de grande variedade de substincias com atividade bioldgica e medicinal.
Estima-se que pelo menos 25% de todos os medicamentos sdo derivados, direta ou
indiretamente, de plantas medicinais. No caso de algumas classes de medicamentos, como
antimicrobianos ou antitumorais, a percentagem pode ser em torno de 60%. Por esses e outros
fatores, a investigacdo farmacoldgica de plantas deve ser praticada como uma prioridade

(WHO, 2011).

3.2 Antimicrobianos e resisténcia bacteriana

A agdo antimicrobiana € fundamentada na toxicidade seletiva, ou seja, na
capacidade seletiva de inibicdo do crescimento do microrganismo sem causar danos ao
hospedeiro. Como exemplo, pode-se citar a penicilina, que impede a sintese de
peptideoglicano, inibindo o crescimento das células bacterianas sem afetar as células humanas

(LEVINSON e JAWETZ, 2014).

O uso de antibidticos e de quimioterapicos permitiu o controle e a cura de
muitas doengas infecciosas, representando um grande passo para a promoc¢do da saude
humana. Porém, a partir da década de 70, o uso indiscriminado dos antibiéticos fez surgir
cepas resistentes aos tratamentos existentes na época, principalmente em se tratando de
ambientes hospitalares (TEIXEIRA, 2009). A resisténcia € um mecanismo de defesa dos
microrganismos que pode acontecer naturalmente, em presenca de substancias toxicas, através
de mutacdes genéticas que alterem a fungdo ou expressdo de genes proprios, ou pode ser
adquirida através de troca de genes com outro organismo, garantindo uma maior adaptacao ao

meio ambiente hostil (FERNANDEZ et al., 2011).

Em virtude da elevada utilizacdo de antibidticos, tanto na clinica médica,
quanto na agricultura e na pecudria, tem sido observada uma grande pressdo seletiva
ambiental para o desenvolvimento de cepas resistentes aos antibidticos mais frequentemente
usados. Por isso, a resisténcia bacteriana proveniente do cendrio comunitdrio vem tomando
espaco em varios estudos ambientais, ndo estando mais ligada apenas ao ambiente hospitalar,

como se acreditava no passado (ANDERSSON; HUGHES, 2010).
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A resisténcia aos antimicrobianos, nos dias atuais, alcancou uma escala e
distribuicao tamanhas que levou a Organizacdao Mundial da Saide (OMS) a reconhecer tal
fato como uma crise de saide publica global (OMS, 2012). Segundo Batista (2014), um
conjunto integrado de mecanismos de resisténcia protege as bactérias contra a ag¢do dos
antimicrobianos, dentre eles: alteracio da permeabilidade celular, bomba de efluxo,

mecanismos enzimdticos e alteracdo do sitio de a¢ao.

A grande preocupacdo com relacdo ao desenvolvimento de resisténcia dos
microrganismos patogénicos aos antibidticos € a reducdo da eficdcia terapéutica dos
tratamentos empiricos, resultando em um problema de elevada significancia clinica
(ANDERSSON; HUGHES, 2010). Desse modo, hd uma diminuicao considerdvel das op¢oes
terapéuticas, o que torna a cura demorada, dispendiosa, ou, muitas vezes, inatingivel

(COSTELLOE et al., 2010).

Como as bactérias desenvolveram diversas formas de resisténcia, a ciéncia
passou a pesquisar novos meios de combaté-las, sendo o uso de plantas medicinais uma das
alternativas que tem ganhado destaque nos anos mais recentes (SIMOES et al., 2009). Tais
estudos possibilitam a descoberta de plantas que apresentem substincias com esta propriedade

ou que potencializem o efeito terapéutico em associac@o aos antibidticos (ZAGO et al., 2009).

Por isso, as industrias de medicamentos tém buscado encontrar substincias
novas, ou sintetiza-las em laboratério e utilizam as plantas como fonte de pesquisa na busca
de novas terapias para combater diversos tipos de infec¢des, principalmente no Brasil, pais tdo
rico em biodiversidade. Desse modo, unindo o conhecimento da medicina tradicional aos
modernos meios de pesquisa, pode-se encontrar e comprovar a existéncia de substincias

naturais com potencial efeito antimicrobiano.

3.3 Atividade antimicrobiana de plantas medicinais

Nos ultimos anos, o conhecimento sobre o potencial terapéutico de plantas
com atividade antimicrobiana tem despertado o interesse cientifico, o que tem incentivado os
pesquisadores a buscar novas formas de controlar e tratar diversas doencas (FERREIRA et al.,
2011; BISPO, FRANCISCO, SCHIMITT, 2007). Os desafios no tratamento de doencas

infecciosas vém crescendo de forma significativa, tendo em vista que bactérias resistentes a
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multiplos antimicrobianos representam um entrave para a cura de doengas infecciosas,
gerando a necessidade de se buscar novas fontes alternativas com propriedades antibidticas

que sejam mais eficientes no combate a diversas infecc¢des, principalmente as de origem

bacteriana (SILVA et al., 2007).

Uma vez que as plantas medicinais produzem uma variedade de substincias
com propriedades antimicrobianas, é esperado que programas de triagem possam descobrir
compostos candidatos para o desenvolvimento de novos antibiéticos (AHMAD e BEG, 2001).
Realizar ensaios in vitro com plantas medicinais € muito importante para direcionar estudos
quanto a investigacdo de fontes que apresentem atividade antimicrobiana em potencial

(MAHADY, 2005; NEWMAN e CRAGG, 2007).

A literatura relata que o uso de diferentes compostos naturais associados ou
ndo a antibidticos sintéticos podem ser eficazes no tratamento de processos infecciosos,
causados por agentes patogé€nicos de diversas espécies. Dessa forma, as plantas medicinais
também podem ser utilizadas em associacdo com os antibiéticos, produzindo agdo sinérgica
sobre linhagens microbianas resistentes, 0 que representa uma estratégia para o tratamento de
infeccOes, tornando possivel o uso de agentes antimicrobianos que seriam ineficazes se
utilizados isoladamente (HEMAISWARYA, KRUTHIVENTI e DOBLE, 2008; CHOU,
2010; TEIXEIRA, 2009).

Os principais produtos obtidos a partir da matéria prima ativa vegetal sdo os
Oleos essenciais e extratos vegetais. A utilizacdo destes com conhecida atividade
antimicrobiana tem grande significado nos tratamentos terapéuticos. E conhecido que muitas
espécies vegetais possuem substancias ativas que apresentam atividade antimicrobiana contra
um grande ndimero de microrganismos, incluindo espécies resistentes a antibidticos e

antifingicos (NASCIMENTO et al., 2000).

Nesse contexto, a planta de espécie Psidium guajava L. se destaca por seu
grande uso popular para tratar doencas de origem infecciosa, o que tem incentivado a
realizacdo de pesquisas para que se faga sua caracterizagdo fitoquimica, relacionando as
substancias encontradas com a comprovacdo de sua atividade antimicrobiana, o que permite

que populacdo use essa planta como alternativa para tratar infeccoes.
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3.4 Extratos vegetais

Atualmente, é frequente a ocorréncia de estudos desenvolvidos e
direcionados a descoberta de novos agentes antimicrobianos provenientes de extratos vegetais
e outros produtos naturais, com o propdsito de descobrir compostos com atividade comparada
a dos tradicionalmente utilizados, porém, com menor toxicidade, mais eficazes contra a
resisténcia de micro-organismos patogénicos e com menor impacto ambiental (BONA, ef al.,

2014).

A atividade bioldgica das substancias de origem vegetal pode se manifestar,
por exemplo, mediante a propriedades herbicidas, inseticidas, fungicidas ou farmacoldgicas.
Da mesma maneira, enquadra-se a atividade alelopética testada em muitos extratos vegetais.
Esse tipo de atividade bioldgica esta relacionada com a capacidade de um ser vivo liberar
substancias quimicas, denominadas aleloquimicos, que atuam de forma favordvel ou
desfavoravel sobre outro ser vivo. A liberacdo dessas substancias pode ocorrer pelas diversas
partes da planta ou por intermédio da decomposicdo de folhas e caules e exsudagdo direta no

solo pelas raizes (TERRONES et al., 2007).

Diversos estudos sdo feitos, avaliando-se a atividade antimicrobiana de
extratos provenientes de diferentes espécies de plantas e obtém uma resposta positiva para o
efeito buscado. Michelin er al. (2005) avaliaram a atividade antimicrobiana de Artemisia
absinthium L. (losna), Mentha pulegium L. (poejo), Punica granatum L. (romd), Xanthosema
violaceum S. (taioba) e Syzygium cuminii L. (jamboldo). Extratos com atividade mais
expressiva foram os de X.violaceum, P.granatum e S.cuminii que inibiram, respectivamente,
53,3, 40,0 e 40,0% dos microrganismos testados. Verificou-se que X. violaceum e S. cuminii
nas concentracdes de 50 e 60 mg/mL, respectivamente, inibiram tanto bactérias Gram positivo
quanto Gram negativo, porém P. granatum, na concentracdo de 100mg/mL inibiu apenas

bactérias Gram negativo.

Biswas et al. (2013) estudaram o potencial antimicrobiano de extratos de
folhas de Psidium guajava L., extraidos de quatro tipos de solventes contendo diferentes
polaridades: hexano, metanol, etanol e dgua contra cepas de Escherichia coli, Salmonella
enteritidis, Staphylococcus aureus e Bacillus cereus. Os testes de sensibilidade a
antimicrobianos foram feitos pelo método de disco-difusdo. Desses extratos, o metandlico e

etandlico mostraram atividade contra Staphylococcus aureus € Bacillus cereus, mas nenhuma
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atividade contra as bactérias Gram negativo. Tal resisténcia das bactérias Gram negativo
poderia ser atribuida a estrutura da parede celular, que tem uma efetiva barreira de
permeabilidade, composta por uma membrana externa de lipopolissacarideos, que pode ter
restringido a penetracdo do extrato na bactéria. Por isso, muitas vezes as bactérias Gram
negativo apresentam mais resisténcias aos efeitos antimicrobianos de extratos vegetais do que

bactérias Gram positivo.

Porém, segundo Oliveira (2012), o extrato aquoso extraido do broto central,
conhecido como olho da goiabeira, tem conhecida atividade contra agentes responsaveis por
diarréias de origem bacteriana: Serratia, Salmonella e Staphylococcus. Tal atividade é mais
eficiente quando se trata de brotos provenientes da goiabeira vermelha, variedade estudada no
presente trabalho. Chah ef al. (2006) afirmaram que extratos aquoso e alcodlico de folhas e de
raizes de Psidium guajava L. possuem efeito inibitério do crescimento de Staphylococcus
aureu, Bacillus cereus, Streptococcus mutans, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella
enteritidis, Proteus spp., Shigella spp. e Escherichia coli, ou seja, € eficaz contra varios

agentes causadores de infec¢do intestinal.

2.5 Psidium guajava L.

O género Psidium pertende a familia Myrtaceae, que é composta de 3800 a
5800 espécies, distribuidas em cerca de 132 géneros (GOVAERTS et al., 2008). Psidium
guajava L. € uma espécie presente em todas as regioes do Brasil (SOBRAL et al., 2013). No
Brasil, essa planta é popularmente conhecida como Goiabeira, Goiabeira-vermelha,
Goiabeira-branca, Aracd- goiaba, Goiaba, Aragd-das-almas, Aragd-guacu, Arac¢d-mirim,
Aracaiba, Aracauacu, Goiaba-macga. Na Espanha, é chamada de Guayaba ou Guayabo; nos
Estados Unidos, Guava. Na Franca, chama-se Guave, Goyave ou Goyavier; no Japao,
Banjiro. E conhecida como Guave, Guavenbaum, Guayave na Alemanha. E chamada de

Goiaba ou Goiabeiro, em Portugal (MATOS, 2002; KILLION, 2000).

A espécie Psidium guajava L. € uma arvoreta frutifera de copa aberta de até 7
metros de altura, com folhas opostas, oblongas, subcoridceas e arométicas. Os caules jovens
sdo quadrangulados levemente ou fortemente alados, muitas vezes sulcados. As flores sdo
brancas, solitdrias, ou em grupos de 2 a 3 na regido axial das folhas. Os frutos sdo do tipo

baga, com polpa doce, levemente aromatica e de coloracdo rosa, amarela ou branca, e tem
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numerosas sementes (MATOS, 2002; LANDRUM et al., 1995). A dispersdo € feita por aves,
morcegos, lagartos e macacos. A espécie floresce entre setembro e novembro e frutifica entre
dezembro e marco. Essa frutificagdo ocorre quando a planta atinge 12 a 24 meses de idade

(CAMPOS, 2010).

Seu fruto é conhecido como goiaba, uma fruta tropical com excelente
qualidade, alto valor nutritivo, boas propriedades organolépticas, possui elevado rendimento
por hectare e polpa de grande qualidade industrial. O Brasil é o terceiro maior produtor
nacional no ranking mundial de producdo, pois a goiabeira consegue desenvolver-se em
praticamente todos os tipos de solos e variados tipos climédticos, estando presente em grande

parte do territério nacional (MANICA et al., 2001).

Um levantamento da familia Myrtaceae realizado em 2008 revelou registros
de aproximadamente 92 espécies do género Psidium, todas nativas da América (GOVAERTS
et al., 2008). As espécies sdo amplamente distribuidas, ocorrendo nos biomas da caatinga,
cerrado, campos rupestres, floresta amazonica, atlantica, deciduais, residuais, dentre outros, e
sujeitas a pressOes ambientais, que geram plasticidade fenotipica, dificultando a identificacio

e a delimitacdo de suas espécies (COSTA, 2009).

O género Psidium L. é neotropical em sua distribuicdo geografica,
ocorrendo desde o México, Caribe, Uruguai até a provincia de Buenos Aires, na Argentina,
até as Ilhas de Galdpagos, Indias Ocidentais (Caribe) e Revillagigedo. No Brasil, ocorre desde
o Amazonas até o Rio Grande do Sul (ROTMAN, 1976; LANDRUM & KAWASAKI, 1997,
SOARES-SILVA & PROENCA, 2008).

A goiabeira ¢ uma das plantas de clima tropical que tem apresentado
considerdvel aumento das dreas de plantio, sendo que a maioria dos frutos produzidos sao
destinados a industrializacdo, para producdo de diversos produtos (NATALE et al., 2009). No
ano de 2011, com uma drea plantada de 15.956 ha, o Brasil obteve uma produgdo de 342.528
toneladas, com um valor de aproximadamente 276.333 milhdes de reais, destacando-se as
regides Nordeste e Sudeste, que contribuiram com 88% da producao nacional (IBGE, 2013).
Basicamente, existem duas variedades de frutos: goiaba branca, de casca esverdeada e interior
amarelo-esverdeado pélido, e uma denominada goiaba vermelha, de casca amarela e interior

rosado (OLIVEIRA et al., 2012).
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Essa planta quantidades regulares de d4cidos, acucares e pectinas. Seus
principais constituintes sdo taninos, flavondides, O6leos essenciais, saponinas, alcodis
sesquiterpendides. As partes utilizadas do vegetal s@o os frutos, a casca, os brotos, as folhas e
raizes. Apresenta atividade antimicrobiana, antitussigena, antimutagénica, hipoglicémica,
dentre outras. Estudos etnofarmacoldgicos mostram grande aplicacdo na medicina popular
para tratamento diversos, como cOlicas, colites, diarréia, disenteria, maldria, alergias,
problemas cardiovasculares, diabetes, cancer, doencas no figado e dores musculares

(VENDRUSCOLO et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2007; GUTIERREZ et al., 2008).

Diante do que foi dito, percebe-se que a Psidium guajava L. apresenta
grande utilidade na medicina popular. Porém, estudos citam mais frequentemente o uso dos
brotos (folhas jovens) para o preparo de chas, apesar de eles estarem em menor quantidade na
planta, ja as folhas maduras sdo menos citadas. O estudo das folhas maduras € importante para
a comprovacgado de que possuem substancias ativas com atividade antimicrobiana, podendo ser
uma alternativa ao uso dos brotos. As folhas maduras estdo em maior quantidade na planta e,
por isso, sdo de mais fécil acesso a populagdo, o que coloca a goiabeira como uma opcao de

tratamento eficiente, eficaz e a disponivel para a comunidade.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Avaliar a atividade antimicrobiana e moduladora do extrato hidroalcodlico

das folhas maduras de Psidium guajava L. (EBHSPg).

3.2 Objetivos Especificos

Realizar a caracterizacdo fitoquimica do EBHSPg;

e Avaliar o potencial antimicrobiano do EBHSPg, in vitro, sobre cepas de referéncia:
Staphylococcus aureus ATCC 6538P, Escherichia coli ATCC 10536, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027, Salmonella cholerae-suis subespéciecholerae-suis ATCC
10708 e Candida albicans ATCC 10231;

e Determinar as Concentracdes Inibitérias Minima (CIM) e a Concentracdo Letal

Minima (CLM), in vitro, do EBHSPg sobre as cepas microbianas;

e Avaliar o efeito modulador do EBHSPg na atividade de antibioticos de uso clinico.
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4 MATERIAIS E METODO

4.1 Material botanico

As amostras das folhas maduras frescas da espécie Psidium guajava L.,
goiabeira vermelha (Figura 1), foram coletadas do Horto de Plantas Medicinais Prof.
Francisco José de Abreu Matos da Universidade Federal do Ceard e utilizadas para obtencdo
do EBHSPg a 10%. A identificacdo botanica da espécie foi realizada no Departamento de
Biologia da Universidade Federal do Ceard (UFC) e a exsicata encontra-se depositada no

Herbario Prisco Bezerra (UFC) sob o nimero 57888.

Figura 1 — Planta da espécie Psidium guajava L. cultivada no Horto de Plantas Medicinais

Prof. Francisco José de Abreu Matos da Universidade Federal do Ceara.

Fonte: elaborada pelo autor (2015).
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4.2 Obtencao do EBHSPg

O EBHSPg foi preparado a partir de folhas frescas maduras de Psidium
guajava L.. As folhas maduras foram colhidas, secas e estabilizadas em estufa de ar circulante
a 45 °C. Em seguida, o material foi triturado no moinho de facas. O p6 resultante foi extraido
através de maceragdo, utilizando etanol a 70% durante trés dias e dgua destilada estéril. O
material liquido resultante foi esterilizado por filtracdo em membrana filtrante de porosidade
0,22 pm e concentrado em estufa de secagem a 30°C, durante trés dias. O rendimento da
extracdo, calculado pela formula "massa de extrato seco/peso seco x 100" (p/p%), foi de

16,70%.
4.3 Analise fitoquimica do EBHSPg

Os testes fitoquimicos foram realizados para o extrato dissolvido em 100
mL de solu¢do hidrofilica (etanol com 30% de dgua). Separando-se em por¢des de 3 mL em
tubos de ensaio e duas por¢des de 10 mL em dois béqueres deixados em banho-maria até

secura e mantidos em dessecador até a ocasido de serem usados (MATOS, 1998).
4.3.1 Teste para flavondides

Foram adicionados, ao tubo contendo o extrato, alguns centigramas de
magnésio em fita e 0,5 mL de HCI concentrado e, ao fim da reacdo (fim da efervecéncia),
foram observadas as possiveis mudangas na cor da mistura e comparada com a coloracdo da
mistura do tubo contendo a droga padrdo. O aparecimento de cor vermelha € indicativo da
presenca de flavondis, flavanonas, flavanondis e xantonas livres ou seus heterosideos

(MATOS, 1998).
4.3.2 Teste para taninos

Em tubos de ensaio contendo 3 mL do extrato foram adicionadas trés gotas
de cafeina 2% e cloreto férrico, respectivamente. A formacao de precipitado com a adi¢do de
cafeina € indicativa da presenga de tanino. Ja para o cloreto férrico, a mudancga de coloragao,
apresentando um precipitado escuro de cor azul indica a presenga de taninos pirogélicos. Se
houver o aparecimento de uma coloragdo verde, indica a presenca de taninos catéquicos

(MATOS, 1998).

4.3.3 Teste para alcaloides
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Em cinco tubos de ensaio contendo o extrato obtido inicialmente foram
adicionadas trés gotas dos reagentes de Mayer, Bouchardat, Dragendorf, Bertrand e Hager. A
formacdo de precipitados frente a adicdo desses reagentes € indicativa da presenca de

alcaléides (MATOS, 1998).
4.3.4 Teste para saponinas

O residuo insoldvel, separado na operagdo inicial, foi redissolvido em 10
mL de dgua destilada e filtrado para um tubo de ensaio. A solu¢do foi agitada fortemente por
3 minutos e observou-se a formacdo de espuma. A formagdo de espuma persistente e

abundante indica a presenca de saponinas (MATOS, 1998).
4.3.5 Teste para heterosides digitdlicos

Em um tubo de ensaio foram adicionados 2 mL da solu¢do de 4cido 3,5 —
dinitrobenzoéico a 2 mL do extrato. Em seguida, adicionou-se lentamente 2 mL. de KOH 2N. O
aparecimento de uma coloragdo castanho avermelhada indica a presenca de principios

cardioativos (MATOS, 1998).
4.3.6 Teste para antocianinas

Acidifica-se um dos tubos contendo 2 mL do extrato at€ pH 3 e depois
verifica-se a ocorréncia de coloracdo vermelha como indicativo da presenga de antocianinas

(MATOS, 1998).

4.3.7 Teste de Lieberman-Burchard (esterdides e triterpendides)

Foi extraido o residuo seco de um dos béqueres trés vezes com 3 mL de
cloroférmio, tendo o cuidado de triturar bem o residuo com o solvente. Filtrada a solucao
cloroférmica em um pequeno funil fechado com algodao, coberta com Na,SO, anidrido, para
um tubo de ensaio seco. Foi adicionado 1 mL de anidrido acético, agitado e acrescentado 3
gotas de H,SO4 concentrado cuidadosamente. Apds agitacdo, observou-se a reagdo. O
aparecimento da coloragdo azul seguida de verde permanente € indicativo da presenca de
esterdides livres, enquanto que o aparecimento da coloragdo entre parda a vermelha indica a

presenca de triterpendides (MATOS, 1998).
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4.4 Preparacao das concentracoes seriadas do EBHSPg

Concentracdes seriadas (200mg/mL a 25 mg/mL) foram obtidas, em dgua
destilada estéril, a partir de uma concentragdo inicial de 200 mg/mL de EBHSPg (figura 2) e
foram utilizadas para o teste do potencial antimicrobiano do extrato. Os testes de
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Letal Minima (CLM) foram feitos

com o extrato nas diluicdes de 40 mg/mL a 0,019 mg/mL (figura 3).

Figura 2 — Etapas para obtencdo das concentracdes de trabalho do EBHSPg para o teste de

Potencial Antimicrobiano

EBHSPg 500 uL de agua destilada
200mg/mlL AL
e B,
[ S
[ 1/8
1000 ul 500 uL 4
1mL de ImL de ImL de ImL de
EBHSPg EBHSPg EBHSPg EBHSPg
200mg/mL 100mg/mlL. S0mg/mL 25mg/mL

Fonte: elaborada pelo autor (2015).

Figura 3 - Etapas para obtencdo das concentracdes de trabalho do EBHSPg para o teste de

Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracao Letal Minima (CLM)

500 uL de dgua destilada
.

SWHL/FL S00pl. S00ul S00pl S00ul 500l S0pl  S00ul  S00ul ‘-Wl.ll.

EBHSPg f\{\(\f\f\f\f\f\f\f\ {\

40 20 10 5 25 125 0625 0312 0156 0078 0039 0019
mg/mL
Cada tubo contém 500 uL de dgua destilada estéril.
Fonte: elaborada pelo autor (2015).
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4.5 Determinacao da atividade antimicrobiana EBHSPg

Os procedimentos experimentais foram executados no Laboratério de
Pesquisa em Microbiologia Aplicada (LabMicro) do Departamento de Andlises Clinicas e
Toxicolégicas da Faculdade de Farmécia Odontologia e Enfermagem da Universidade Federal

do Ceara (DACT-FFOE-UFC).
4.5.1 Cepas microbianas

Para os ensaios de atividade antimicrobiana foram utilizadas cinco cepas
microbianas-padrdo: Staphylococcus aureus ATCC 6538P (sensivel a oxacilina), Escherichia
coli ATCC 10536, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Salmonella cholerae-suis
subespécie cholerae-suis ATCC 10708 e Candida albicans ATCC 10231, pertencentes a
colecdo de culturas do LabMicro. Todas as cepas encontram-se estocadas em Agar estoque
sob refrigeracdo adequada de forma a conservarem inalteradas todas as suas caracteristicas
bioquimicas e perfil de sensibilidade a antimicrobianos. Periodicamente, sdo realizados
repiques para meios de cultura esterilizados, e a pureza de cada cultura confirmada por

microscopia, provas bioquimicas e antibiogramas.
4.5.2 Determinacgdo do potencial antimicrobiano

A determinacdo do potencial antimicrobiano dos extratos foi realizada
segundo o método de difusdo em Agar (Norma M2-A8, Vol. 23 N° 1 do Clinical and
Laboratory Standards Institute - CLSI, 2003), modificado. Foi realizada uma adaptacao desta
técnica, pois ao invés de utilizar os discos de papel impregnados com as amostras, foram

confeccionados pogos para a aplicacdo das diferentes concentracdes dos extratos (figura 4).
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Figura 4- Fluxograma do método Difusdo em Agar para determinagdo do potencial

antimicrobiano do EBHSPg
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Fonte: adaptado de TEIXEIRA (2009).

Culturas microbianas puras foram repicadas para caldo de infusdo de
cérebro e coracdo (BHI, MercK) e incubadas a 35°C overnight. Apds essa etapa, as culturas
tiveram sua densidade celular ajustada em solucdo salina 0,85% estéril de modo a se obter
uma turbidez equivalente a do tubo 0,5 da escala de McFarland, resultando em uma suspensao
microbiana contendo aproximadamente 1,5 x 10° UFC/mL. Para a realizacdo desta etapa, foi
utilizado um cartdo de fundo branco com linhas contrastantes pretas ao fundo, auxiliando no

ajuste da suspensdo microbiana, a olho nu, para a turbidez da escala de McFarland.

Com o auxilio de swabs estéreis, as suspensdes microbianas foram
semeadas na superficie do dgar Mueller-Hinton (Merck), para cepas bacterianas, ou agar

Sabouraud-dextrose a 4% (Merck), para a levedura C. albicans.

Ap6s cinco minutos a temperatura ambiente, foram feitos pogcos de 6 mm de
didmetro interno no Agar com auxilio de um perfurador estéril. Nesses pocos foram aplicados
volumes de 40uL das diferentes concentragdes (200 a 25 mg/mL) do extrato hidroalcodlico.
Foram utilizados como controles: antimicrobianos comercias (controle da inibicdo do
crescimento microbiano) e dgua destilada (controle da auséncia de inibi¢do do crescimento

microbiano).
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Ap6s 18h de incubagdo a 35°C foi verificada a formacdo de halos de
inibicdo (HI) de crescimento microbiano. Os diametros dos halos formados foram medidos
em milimetros com auxilio de um paquimetro. Os ensaios foram feitos em duplicata e os
valores dos halos de inibi¢do sao as médias dos dois ensaios. A técnica de difusdo em dgar foi
utilizada como triagem na determina¢do do potencial antimicrobiano. Assim, somente as

cepas que apresentaram sensibilidade ao extrato foram utilizadas nas outras etapas do estudo.
4.5.3 Determinacgao da Concentracdo Inibitoria Minima — CIM

As cepas que apresentaram sensibilidade ao extrato pelo método de difusao
em 4gar, como relatado anteriormente no item 4.5.2, foram submetidas a determinacdo da
CIM pelo método de microdilui¢do em caldo de cultura (Norma M7-A6, Vol. 23 N° 2, CLSI,
2003). No presente ensaio, foram utilizadas microplacas estéreis com 96 pocos de fundo
redondo (figura 5). Esse método utiliza volumes reduzidos de reagentes e avalia um grande
nimero de bactérias, fornecendo informagdes quantitativas indisponiveis pelo método de

difusdo em agar.

Suspensdes microbianas foram obtidas como descrito no item 4.5.2 e diluida
100 vezes, em meio BHI estéril, para que 10° UFC/mL. Uma aliquota desta suspensdo foi
diluida 100 vezes para a obtencdo de outra contendo 10* UFC/mL, que foi utilizada
posteriormente na determinacio do tamanho do inoculo microbiano inicial.

Aos pocos da microplaca de microdilui¢do, foram adicionados 80 uL de
caldo BHI, 40 uL das diferentes concentragdes do EBHSPg (nas concentracdes finais de
40mg/mL a 0,019 mg/mL) e 80 uL de suspensdo de microrganismo. Como controles de
experimento foram usados agente antimicrobiano (gentamicina 10 pg/mL para cepas
bacterianas; miconazol 32ug/mL para levedura), meio de cultura, o inoculo do microrganismo

e dgua destilada estéril.

As placas foram incubadas a 35°C por 24 horas com no maximo quatro
placas em cada pilha para manter a temperatura de incubagdo homogénea para todas as
culturas. Apds esse periodo as leituras foram realizadas. Como a deteccao visivel (a “olho
nu”’) nao foi possivel devido a turvacdo natural apresentada pelo extrato, entdo utilizou-se o
corante resazurina sodica para possibilitar a leitura da CIM, através da mudancga de coloragdo

de azul (auséncia de crescimento microbiano) para rosa (presenca de crescimento
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microbiano). Dessa forma, a inibicdo do crescimento microbiano foi determinada por

inspecdo visual e por medida de absorbancia a 570 nm em leitor de Elisa Bio-Tek.

A CIM foi considerada a menor concentragdo de extrato ou de
antimicrobiano capaz de inibir completamente o crescimento microbiano, mediante inspecdo a
olho ni (auséncia de turvacdo visivel). As leituras de absorbancia foram utilizadas para evitar

erros determinados pela turvagdo do extrato.

Figura 5- Fluxograma do método da microdilui¢do em caldo de cultura para determinacdo da

CIM (CLSI, 2003).
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Fonte: adaptado de TEIXEIRA (2009).

4.5.4 Determinacdo da Concentracdo Letal Minima — CLM

A determinagdo da CLM foi realizada de acordo com a metodologia descrita
por Baron, Peterson e Finegold (1994), que esta representada na figura 6. De forma asséptica,
foram depositados indculos de 5 pL. obtidos a partir dos pocos das microplacas de
microdilui¢do usadas para a determinacdo da CIM (item 4.5.3), que ndo apresentaram
crescimento microbiano visivel, na superficie do dgar Plate-Count. Em seguida, as placas
foram incubadas a 35°C durante 24h e foram feitas as contagens das colOnias crescidas na

superficie do 4gar. A concentracdo do extrato que determinou um crescimento microbiano na
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superficie do dgar < 0,1% do inoculo inicial, foi considerada a CLM, ou seja, a menor
concentracdo do extrato capaz de determinar a morte de 99,9% das células microbianas

testadas.

O tamanho do inoculo microbiano inicial foi determinado pela técnica de
microgotas (ROMEIRO, 2007), a fim de confirmar se as suspensdes microbianas usadas
continham realmente o ndmero de UFC/mL desejado, ou seja, aproximadamente 10°
UFC/mL, e determinar a CLM. Para isso, foram adicionadas, assepticamente, 5 gotas
contendo 5 pl, cada, de uma suspensdo microbiana com aproximadamente 10* UFC/mL 2
superficie do agar Plate-Count (Merck) que foi incubado a 35°C por 24h. Apés esse periodo,
as colonias crescidas na superficie do dgar foram contadas e foi calculada a média aritimética.
O valor obtido foi multiplicado pelo valor da dilui¢do, para confirmar se as suspensdes
microbianas usadas continham realmente o nimero de UFC/mL desejado, ou seja,

aproximadamente 10° UFC/mL. Esse experimento foi realizado em duplicata e o resultado foi

a média dos valores obtidos.

Figura 6- Fluxograma do método da contagem para determinacdo da CLM (BARON;
PETERSON; FINEGOLD, 1994)
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Fonte: adaptado de TEIXEIRA (2009).
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4.5.5 Estudo do efeito modulador do EBHSPg na atividade de antibioticos de uso clinico

A ac@o moduladora do EBHSPg na atividade antimicrobiana de antibidticos
de uso clinico (GEN — Gentamicina 30ug, CFO — Cefoxitina 30ug, CIP — Ciprofloxacina 5ug,
AMP — Ampicilina 10ug) sobre as cepas padrdo P. aeruginosa ATCC 9027, Salmonella
cholerae-suis subespécie cholerae-suis ATCC 10708 e S. aureus ATCC 6538P foi
determinada pelo método de disco-difusdo (BAUER et al., 1966), modificado (OLIVEIRA et
al., 2006). Culturas contendo aproximadamente 1,5 x 108 UFC/mL foram semeadas na
superficie de dgar Mueller Hinton. Discos comerciais de agentes antimicrobianos (ATM)
foram aplicados na superficie do meio e a cada disco foram adicionados 20 uL. da CIM do
extrato, previamente determinada. Para avaliar o efeito da combinacdo EBHSPg+ATM,
discos de ATM, sem adicdo de extrato foram testados para cada cepa. Apds incubacdo das
placas a 37°C/18h, foi realizada a leitura dos didmetros dos halos de inibicdo (HI) de

crescimento microbiano.

Os diametros dos HI de crescimento microbiano determinados por cada
associacdo EBHSPg+ATM foram comparados aos determinados pelo ATM isoladamente. Foi
considerado efeito sinérgico quando a combinacdo determinou um aumento do didmetro de
HI do ATM > que 2mm; efeito antagonico quando o diametro do HI determinado pela
combinacdo foi menor que o didmetro do HI ATM isolado; e, efeito indiferente, quando a
combinacdo determinou um aumento no didmetro do HI < 2mm, em rela¢do ao didmetro do

ATM isolado. (CLEELAND; SQUIRES, 1991).
4.6 Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como Média + Erro Padrao da Média (EPM).
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5. RESULTADOS
5.1 Analise fitoquimica do EBHSPg

A andlise fitoquimica do EBHSPg detectou a presenca das seguintes classes
quimicas: flavondides, taninos pirogdlicos, saponinas e triterpendides (tabela 1), confirmada

através dos produtos obtidos em cada reacdo (Figuras 7 a 10).

Tabela 1- Andlise fitoquimica do EBHSPg de folhas de P. guajava L.

CLASSES Presenca/Auséncia
QUIMICAS
Flavonoéides +
Taninos pirogélicos +

Taninos catéquicos -
Alcaléides -
Saponinas +

Heterosides -
digitalicos

Antocianinas -
Esterdides -

Triterpendides +

(+) Presenca. (-) Auséncia.

Fonte: elaborada pelo autor (2015).

Figura 7: Teste para flavondis, flavanonas, flavanondis e xantonas.

(SR~
Coloragdo vermelho-alaranjada indicando a presenga de flavondides.
Fonte: elaborada pelo autor (2015).
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Figura 8: Teste para taninos.

Coloragdo azul escuro, indicando positividade para taninos pirogdlicos, no tubo da esquerda. Tubo da direita
com a cor natural do extrato.
Fonte: elaborada pelo autor (2015).

Figura 9: Teste para saponinas.

Formagao de espuma persistente, indicando positividade para saponinas.
Fonte: elaborada pelo autor (2015).

Figura 10: Teste de Lieberman-Burchard (esterdides e triterpendides).

Coloragdo parda-avermelhada indicando a presenca de triterpendides.
Fonte: elaborada pelo autor (2015).
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5.2 Determinacao do potencial antimicrobiano do EBHSPg

5.2.1 Determinacgdo da atividade antimicrobiana do EBHSPg pelo método de difusdo em

dgar

O EBHSPg inibiu o crescimento das cepas Staphylococcus aureus ATCC
6538P (sensivel a oxacilina), Salmonella cholerae-suis subespécie cholerae-suis ATCC
10708, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 e Escherichia coli ATCC 10536, mas nao
apresentou potencial inibitorio sobre e Candida albicans ATCC 10231, nas concentragdes

testadas (Tabela 2; Figuras 10 a 13).

Tabela 2- Potencial antimicrobiano do EBHSPg sobre cepas-padrao determinado pela técnica
de difusdao em dgar (CLSI, 2003).

Diametro dos halos de inibicio do crescimento (mm)*

Cepas Microbianas

Concentraciao
(mg/mL) : : :
S.aureus S.cholerea- P.aeruginosa C.albicans E.coli
ATCC suis ATCC 9027 ATCC 10231 ATCC 10536
6538P ATCC 10708
200 10,5 + 0,5 23,0+ 1,0 11,5+0.,5 - 7,5+0,5
100 7,0+ 0,0 22,0+0,0 9,5+0,5 - -
50 - 20,5 + 0,5 8,5+0,5 - -
25 - 19,0 + 0,0 7,0+ 0,0 - -
Gentamicina 12,0 + 0,0 13+0,0 11+0,0 - 14,0+ 0,0
Miconazol - - - 17,0 £ 0,0 -
Agua destilada - - - - -

(*): Média + EMP dos halos de inibi¢do do crescimento (mm) de dois ensaios; Volume de extrato aplicado em
cada poco: 40uL; Didmetro interno do poco: 6 mm. (-): Sem potencial antimicrobiano; Controles de inibicdo:
Gentamicina 10 pg/mL (cepas bacterianas) e Miconazol 32ug/mL (levedura); Controle de no-inibi¢io: Agua
destilada estéril (sem atividade).

Fonte: elaborada pelo autor (2015).
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Figura 11: Potencial antimicrobiano do EBHSPg sobre a cepa S. aureus

ATCC 6538P

200 mg/mL .
S. aureus ATCC 6538P K

, 100 mg/mL

/ y |
25 mg/mL '
Agua destilada

e 50 mg/mL |

i

50 mg/mL

Gentamicina 10 pg/mL { K

k..._-'_ 2 25 mg/mL

100 mg/mL
200 mg/mL

Volume de EBHSPg no pogo: 40uL;

Diametro interno dos pogos: 6mm;

Controles do experimento: Gentamicina 10 pg/mL e Agua destilada;

Houve inibicdo do crescimento bacteriano até a concentragdo de 100mg/mL;
Fonte: elaborada pelo autor (2015).
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Figura 12: Potencial antimicrobiano do EBHSPg sobre a cepa S. cholerea-suis
ATCC 10708

200 mg/mL
S.cholerea-suis
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Volume de EBHSPg no pogo: 40uL;
Diametro interno dos pogos: 6mm;
Controles do experimento: Gentamicina 10 pg/mL e Agua destilada;

Houve inibi¢do do crescimento bacteriano até a concentragdo de 25mg/mL (embora tenha crescido coldnias
resistentes dentro dos halos).

Fonte: elaborada pelo autor (2015).
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Figura 13: Potencial antimicrobiano do EBHSPg sobre a cepa P. aeruginosa

ATCC 9027
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P. aeruginosa

ATCC 9027
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M
R
|
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Volume de EBHSPg no pogo: 40uL;

Diametro interno dos pogos: 6mm;

Controles do experimento: Gentamicina 10 ug/mL e Agua destilada;
Houve inibi¢do do crescimento bacteriano até a concentragdo de 25mg/mL;
Fonte: elaborada pelo autor (2015).
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Figura 14: Potencial antimicrobiano do EBHSPg sobre a cepa E.coli
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E. coli
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ATCC 10536

100 mg/mL
25 mg/mL 4

Agua destilada

50 mg/mL " 50 mg/mL

Gentamicina 10 pg/mL " ) "! "
- R 7

.

25 mg/mL
100 mg/mL

200 mg/mL

Volume de EBHSPg no pogo: 40uL;

Diametro interno dos pogos: 6mm;

Controles do experimento: Gentamicina 10ug/mL e Agua destilada;
Houve inibi¢do do crescimento bacteriano na concentragdo de 200mg/mL.
Fonte: elaborada pelo autor (2015).

Considerando os diametros dos halos de inibi¢do (HI) de crescimento
microbianos determinados pela acio do EBHSPg, nas concentracdes testadas no estudo, os
resultados indicam que a cepa S. cholerae-suis apresentou maior sensibilidade, com o
diametro dos halos variando de 19,0 mm a 23,0 mm (porém, formaram-se coldnias dentro dos
halos), seguido de P. aeruginosa com Hl= 7,0 mm a 11,5 mm, S. aureus com Hl= 7,0 a 10,5
mm e E. coli com HI= 7,5 mm. A menor concentracdo de EBHSPg capaz de inibir o

crescimento das cepas S. cholerae-suis e P. aeruginosa foi de 25 mg/mL.
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5.2.2 Determinacdo da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) e da Concentragdo Letal

Minima (CLM)

Para a determinacdo de CIM e CLM do EBHSPg o EBHSPg foi testado nas
concentracdes de 40 mg/mL a 0,019 mg/mL, a Gentaminica nas concentragdes 50 pg/mL e o

Miconazol nas concentragoes 160 pg/mL.

Os resultados da CIM e CLM de EBHSPg estao apresentados na Tabela 3.
Como a deteccdo visivel (a “olho nu”) ndo foi possivel devido a turvacdo natural apresentada
pelo extrato, entdo utilizou-se o corante resazurina para possibilitar a leitura da CIM, através
da mudanca de coloracio de azul para rosa. Os valores de CIM foram obtidos pela leitura de

absorbancia a 570 nm em leitor de Elisa (Bio-Tek). Observe as figuras 15 e 16.

Tabela 3: CIM e CLM do EBHSPg sobre cepas padrdo, determinada pela técnica da
microdilui¢do em caldo (CLSI, 2003) e pela técnica da microgota (ROMEIRO, 2007).

MICRORGANISMO EBHSPg (mg/mL)
CIM* CLM**
S. aureus ATCC 6538P 20 Nd
E. coli ATCC 10536 Nd Nd
P. aeruginosa ATCC 9027 5 Nd
Salmonela cholerae-suis ATCC 10708 5 Nd
C. albicans ATCC 10231 Nd Nd

*Menor concentracio de extrato capaz de inibir completamente o crescimento microbiano determinado através
do método da Resazurina. **Menor concentracdo de extrato que determinou uma redug¢do do crescimento
microbiano de > 99,9% de inoculo inicial. Controles: Gentamicina (50 pg/mL), Miconazol (160 ug/mL), 4gua
destilada estéril. Volume aplicado em cada poco de extrato: 40 uL. Nd= Nao foi possivel determinar para as
concentragdes testadas.

Fonte: elaborada pelo autor (2015).
A CIM do EBHSPg foi de 5 mg/mL para Salmonela cholerae-suis ATCC
10708 e para P. aeruginosa ATCC 9027. Nao foi possivel determinar a CLM para as cepas

testadas neste estudo, dentro das concentracdes do EBHSPg analisadas.
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Figura 15- Microplaca para determinagdo da CIM de EBHSPg para Salmonela cholerae-suis
ATCC 10708.
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Fonte: elaborado pelo autor (2015).

Figura 16- Microplaca para determinacdo da CIM de EBHSPg para cepa P. aeruginosa
ATCC 9027.

CIM
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Fonte: elaborado pelo autor (2015).
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5.2.3 Estudo do efeito modulador do EBHSPg na atividade de antibioticos de uso clinico

A modulag@o do EBHSPg na atividade antimicrobiana de antibidticos de uso
clinico (Gentamicina- GEN, Cefoxitina- CFO, Ciprofloxacina- CIP e Ampicilina- AMP) foi
determinada sobre P. aeruginosa ATCC 9027, Salmonella cholerae-suis sub espéciecholerae-
suis ATCC 10708 e S. aureus ATCC 6538P. Os ATM testados pertencem a quatro classes:
aminoglicosideo (GEN), cefamicina (CFO), quinolona (CIP) e penicilina (AMP). Os
diametros dos HI de crescimento microbiano determinados por cada associacao
EBHSPg+ATM foram comparados aos determinados pelo ATM isoladamente, permitindo
avaliar o efeito modulador do EBHSPg na atividade antimicrobiana de diferentes antibiticos

de uso clinico.

Tabela 4: Efeito modulador do EBHSPg na atividade antibacteriana de antibidticos de uso
clinico sobre cepas padrao.

Microrganismos
Antibiéticos S. aureus P. aeruginosa Salmonela
ATCC 6538P  ATCC 9027 cholera-suis
ATCC 10708
GEN HlIatvm 18 (S) 21,5 (S) 18 (S)
HIEBHSPg-ATM 14,5\1« 21~L 18,5 &
CFO HIarm 26,5 (S) 28 (S) 28,5 (S)
HIEBHSPg-ATM 26,5* 28,5 i 28,5 t
CIP HIatm 25,5 (S) 35,5(S) 38,5 (S)
HIgpuspg-AT™M 255 * 36* 38,5 *
AMP HIatm 20,5 (S) 0 (R) 0 (R)
HIgguspg-aT™ 18,51 10T 13,57

Média de dois experimentos. (S) Sensivel, (R) Resistente. GEN — Gentamicina (30ug), CFO — Cefoxitina (30ug),
CIP — Ciprofloxacina (5pug), AMP — Ampicilina (10pg). Discos de ATM foram impregnados com 20uL da CIM do
extrato para cada cepa testada. HI: didmetro do halo de inibicdo de crescimento em mm. Hlggyspgarm: HI
determinado pela associagio EBHSPg-ATM. Hl,ry: HI determinado pelo antibiético isolado. Efeito sinérgico (T):
Hlgguspe-atm = HIarm + 2mm; Efeito antagdnico (i/): Hlgguspee-atm< Hlarm; Efeito indiferente (*): Hlggpspe-aTm<
Hlsry + 2 (CLEELAND; SQUIRES, 1991).

Fonte: elaborada pelo autor (2015).

Os resultados obtidos mostram que a modulagdo do EBHSPg na eficiéncia
do ATM sobre as cepas testadas, variou para os diferentes ATM utilizados. Verificou-se que o

EBHSPg apresentou sinergismo apenas quando associado a AMP sobre as cepas P.

aeruginosa ATCC 9027 e Salmonella cholerae-suis ATCC 10708. Entretanto, sobre a cepa S.
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aureus ATCC 6538P mostrou efeito antagbnico. Para a associacdo dos outros antibidticos

com o EBHSPg foram detectados 77,8% de efeito indiferente e 22,20% de efeito antagdnico.
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6. DISCUSSAO

O efeito antimicrobiano do extrato analisado pode ser atribuido, principalmente,
aos flavonodides e os taninos, que sdo compostos fendlicos, os quais possuem muitos relatos de
atividade antimicrobiana. A maioria deles é capaz de inibir microrganismos e fatores de

viruléncia, além de poderem apresentar sinergismo com antibiéticos (VAQUERO et al., 2010).

Taninos sdo compostos polifendlicos e podem ser do tipo hidrolisdvel ou
condensado, possuem atividade antimicrobiana conhecida e comprovada em vdrios estudos de
extratos vegetais, estdo presentes em diversos vegetais, tornando-os fontes de substincias
biologicamente ativas (BEZERRA et al., 2011; FERREIRA et al., 2012; RODRIGUES et al.,
2014). Estudos sugerem que a atividade antimicrobiana dos taninos se deve a habilidade de

formar complexos com proteinas que sdo insoluveis em dgua (MONTEIRO et al., 2005).

Os possiveis mecanismos que podem explicar o efeito dos taninos na
inibicdo do crescimento bacteriano sdo a desestabilizacdo da membrana citoplasmdtica, a
permeabilizacdo da membrana das células, a inibi¢do das enzimas extracelulares, uma vez que
afetam diretamente o metabolismo microbiano e a privacdo de substratos necessarios para o
crescimento de microorganismos, especialmente minerais essenciais como ferro e zinco

(HEINONEN, 2007).

Flavondides s3o metabolitos secunddrios polifendlicos que possuem
conhecida atividade antimicrobiana in vitro sobre diversos patégenos (PANIZZI et al., 2002).
Essa atividade deve-se, provavelmente, a trés mecanismos: perfuracdo e/ou reducdo da
membrana plasmatica das bactérias (COWAN, 1999), inibicio de dacidos nucléicos
(NAVARRO—MARTfNEZet al., 2005;GRADISAR et al., 2007) e inibicdo da sintese de
energia (ATP) (CHINNAM et al., 2010)

Os triterpendides sdo compostos organicos que tém varias propriedades
farmacoldgicas, dentre elas o efeito antimic6tico e antibidtico (DZUBAK et al., 2006). As
saponinas sdo glicosideos de esterdides ou de terpenos policiclicos, com atividade
antimicrobiana importante, e efeito inibitério sobre bactérias Gram positivo, como a S. aureus

(VERDI et al., 2005; BISWAS et al., 2013).
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A abordagem fitoquimica do extrato bruto hidroalcodlico seco das folhas de
Psidium guajava L. indicou a presenca de flavondides, taninos pirogélicos, saponinas e
triterpendides. Tais resultados sdo condizentes com o que € apresentado na literatura. Uma
revisao dos metabdlitos secundarios identificados nessa espécie mostrou que seus principais
constituintes sdo taninos, flavonodides, 6leos essenciais, saponinas, alcodis sesquiterpendides

(VENDRUSCOLO et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2007; GUTIERREZ et al., 2008).

Silva et al. (2013) analisaram o extrato hidroetandlico de folhas de goiabeira e
encontraram trés classes de metabdlitos secundarios: taninos, saponinas e flavondides. Amancio
e colaboradores. (2015) fizeram extratos hidroalcodlicos de folhas verdes e folhas secas e
testaram sua composicdo fitoquimica. Em ambos os extratos foram encontrados taninos,
saponinas, antraderivados e tracos de alcaldides, mas negativos para flavondides, devido,

possivelmente, ao periodo da coleta, que pode influenciar na composi¢do quimica das folhas.

Iha et al. (2008) fracionaram o extrato etandlico dos frutos da goiabeira em
diclorometano, acetato de etila e n-butanol. Em seguida, fizeram uma cromatografia em camada
delgada para flavondides e outra para taninos, usando diferentes fases modveis e diferentes
reveladores. O resultado foi a detec¢do de taninos na fragdo extraida com acetato de etila € a

presenca de flavondides na fragdo butandlica.

Biswas et al. (2013) ao avaliarem extratos de Psidium guajava L. obtido em
quatro solventes diferentes (dgua destilada, etanol, metanol e n- hexano) constataram que a
polaridade do solvente e o método utilizado influenciam no aparecimento ou na auséncia de
alguns constituintes fitoquimicos, o que altera os resultados. Os extratos aquosos apresentaram
0s seguintes constituintes: taninos, saponinas, terpendides, flavondides e glicosidios. Ja os
extratos etandlicos e metandlicos revelaram a presenca de taninos, terpendides, flavondides e

glicosidios. Em n-hexano, nenhum desses componentes foram encontrados.

No presente estudo, o extrato hidroalcodlico obtido das folhas de Psidium
guajava L. apresentou um rendimento de 16,70%, que € satisfatério se comparado a outros
estudos, como o de Silva ef al. (2013), que fizeram o processo de maceracdo com folhas de
Psidium guajava L. em etanol 70% e obtiveram um extrato hidroalcodlico com 16,42% em

relacdo ao material seco.

Existem varios métodos que podem ser utilizados na avaliacdo da atividade

antibacteriana e antifingica de extratos vegetais, sendo os mais conhecidos: método de
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difusdo em &dgar e métodos de macrodiluicio e microdiluicio em caldo de cultura. Na
determina¢cdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) ou da Concentra¢do Letal Minima
(CLM) de extratos vegetais, tem-se utilizado mais frequentemente o método de microdilui¢do
em caldo. Porém, para cada teste existem varia¢cdes que podem alterar os resultados

(OSTROSKY et al., 2008).

Segundo Fennel er al. (2004), as variacOes referentes a determinacdo da
CIM (Concentracdo Inibitéria Minima) podem ser atribuidas a fatores, como: a técnica
aplicada, a quantidade do extrato testada, o microrganismo utilizado no teste, a origem da
planta e se os extratos foram preparados a partir de plantas frescas ou secas. Dessa forma, nao
existe método padronizado para expressar o resultado de testes antimicrobianos de produtos

naturais.

Além disso, outras varidveis também podem interferir nos resultados dos
testes: forma de preparo do extrato, a diferenca na composi¢cdo quimica da planta, que
depende de fatores ambientais, como: local, condi¢cdes de cultivo e época de colheita, a
concentracdo e origem do agar usado no meio de cultura, pH do sistema, condi¢des de

incubacdo, disponibilidade de oxigénio e quantidade do indculo (OSTROSKY et al., 2008).

A fim de solucionar a falta de uniformidade nos critérios de sele¢do para o
estudo da atividade antimicrobiana foi proposto a utilizacdo dos métodos de difusdao em dgar e
de diluicao em caldo como métodos padrdes para o estudo de extratos de plantas e de dleos
essenciais, bem como de seus compostos. Portanto, uma alternativa para se obter resultados
mais confidveis € a realizacdo de pesquisas que utilizam mais de um método para se avaliar a

atividade antimicrobiana (RIOS, 2005).

No presente trabalho, foram utilizadas as duas técnicas mencionadas acima
para avaliar a atividade antimicrobiana do EBHSPg. As cepas microbianas utilizadas foram
bactérias Gram positivo (S. aureus), bactérias Gram negativo (E. coli, P. aeruginosa e
Salmonella cholerae-suis) e uma levedura (C. albicans). No teste de difusdo em 4gar, o
EBHSPg inibiu o crescimento de todas as bactérias, Gram positivo e Gram negativo, porém

ndo foi eficaz sobre a levedura testada.

Os estudos realizados no presente trabalho mostraram que, no teste de
difusdo em dgar, detectou-se que as cepas mais sensiveis a acdo do EBHSPg foram a cepa S.

cholerae-suis,com o diametro dos halos variando de 19,0 mm a 23,0 mm, seguido de P.
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aeruginosa (7,0 a 11,5 mm), S. aureus (7,0 a 10,5 mm) e E. coli (7,5 mm). Porém, nao
apresentou potencial inibitério sobre e Candida albicans. A menor concentragdo em que
houve formacdo de HI foi de 25 mg/mL, inibindo o crescimento das cepas S. cholerae-suis e

P. aeruginosa.

Biswas et al. (2013) avaliaram extratos de folhas de Psidium guajava L. nos
solventes dgua destilada, etanol, metanol e n- hexano contra bactérias Gram positivo (S.
aureus e B. cereus) e bactérias Gram negativo (E. coli e S. entertides) e verificaram que
apenas os extratos etandlicos e metandlicos apresentaram atividades sobre bactérias, no
entanto inibiram o crescimento das bactérias Gram positivo, mas ndo tiveram efeito contra as
Gram negativo. Para os extratos com agdo antimicrobiana, foram obtidos os seguintes
resultados no teste de disco-difusdo, utilizando 200mg/mL dos extratos: o extrato metandlico
determinou zona de inibi¢do de 8,27mm e 12,11mm sobre cepas de S. aureus, enquanto o
extrato etandlico determinou zona de inibi¢dao de 6, I11mm e 11,00 mm sobre B. cereus. Os
resultados de Biswas et al. (2013) concordam, parcialmente, com o presente trabalho, pois o
EBHSPg testado mostrou-se eficiente contra S. aureus, apesar de também ter atividade contra

cepas de bactérias Gram negativo.

No teste de microdiluicio em caldo, os menores valores de CIM do
EBHSPg (5 mg/mL) foram encontrados para P. aeruginosa e Salmonela cholerae-suis. Para
cepa S. aureus, a CIM foi de 20mg/mL, indicando uma melhor atividade do EBHSPg sobre
cepas Gram negativo, apesar de ndo ter apresentado efeito sobre E. coli. As cepas de C.
albicans nao foram inibidas pelas concentracOes de extrato utilizadas nesse estudo, nas

condi¢des em que o testes foram realizados.

Diferencas na atividade antimicrobiana do extrato de Psidium guajava L.
sobre bactérias Gram negativo ou Gram positivo podem estar relacionadas ao uso de
diferentes fracOes etanol-dgua, culminando com a extracdo de moléculas capazes de penetrar
na membrana de bactérias Gram negativo, mas nao das bactérias Gram positivo (DUFFY;

POWER, 2005).

Bona e colaboradores (2014) analisaram extrato alcodlico e extrato aquoso
de folhas de Psidium guajava L., ambos em concentragdes que variaram 0,04 a 100 mg/mL,
contra cepas de bactérias Gram positivo, Gram negativo ¢ uma levedura. Os resultados

mostraram que os extratos nao inibiram a levedura C. albicans na técnica de disco-difusao, o
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que corrobora com o presente trabalho. No teste de microdilui¢do, as CIMs para bactérias
Gram positivo variaram de 6,25 a 100 mg/mL, ja as CIMs para bactérias Gram negativo
variaram entre 0,39 a 25 mg/mL, o que mostra que as bactérias Gram negativo foram mais

suscetiveis ao extrato, o que estd de acordo com o presente estudo.

Verificou-se que o EBHSPg apresentou sinergismo apenas quando
associado a ampicilina sobre as cepas P. aeruginosa e Salmonella cholerae-suis, ou seja, para
606,7% das cepas testadas, ja contra a cepa S. aureus, o efeito foi antagbnico. Tal resultado €
compreensivel, visto que, a ampicilina sozinha ndo foi capaz de inibir as bactérias Gram
negativo testadas. Assim, quando associada ao extrato estudado, este garantiu um efeito
antimicrobiano sobre as cepas de P. aeruginosa e Salmonella cholerae-suis, inibindo-as e
apresentando halos de inibicdo de 10 mm e 13,5 mm, respectivamente. Com relacdo a S.
aureus, observou-se que a ampicilina sozinha teve bom efeito sobre ela, mas, quando
associada ao extrato, teve seu potencial antimicrobiano diminuido, ja que foi verificado que a

S. aureus foi pouco sensivel ao extrato nos testes de difusao em dgar e de dilui¢do em caldo.

A ampicilina pertence ao grupo das aminopenicilinas, betalactimicos de
espectro aumentado, possuindo acdo antimicrobiana sobre bactérias Gram positivo e Gram
negativo (KATZUNG, 2007). Porém, devido a mecanismos de resisténcia bacteriana, por
producdo de betalactamase, algumas cepas ndo sao sensiveis a a¢do de penicilinas, como se
pdde observar no caso da ampicilina com relagdo as bactérias Gram negativo utilizadas nessa

pesquisa.

Os resultados obtidos mostram que a modulagdo do EBHSPg na eficiéncia
do ATM sobre as cepas testadas variou para os diferentes ATM utilizados e para as diferentes
cepas testadas, pois a associacdo dos outros antibidticos com o EBHSPg contra as cepas
testadas teve 77,8% de efeito indiferente e 22,20% de efeito antagbnico. Para estes resultados,
a acdo moduladora do EBHSPg nio foi tdo significativa, porém o uso de produtos vegetais
juntamente com antimicrobianos de uso clinico € bem documentado, mostrando os beneficios
dessa associagdo para combater microrganismos multirresistentes (NCUBE et al., 2011;

FIGUEIREDO et al., 2013; BARRETO et al., 2014; PEREIRA et al., 2014).

As pesquisas com relacdo ao efeito modulador de extratos de plantas e
outros componentes t€m se tornado uma atividade fundamental nos tltimos anos, pois a busca

da melhora terapéutica acontece através do efeito sinérgico resultante da mistura de
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compostos bioativos e substancias antimicrobianas (WAGNER, ULRICH-MERZENICH,
2009).
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7. CONCLUSAO

O EBHSPg possui boa atividade antimicrobiana e largo espectro de ac@o sobre
bactérias Gram-positivo e Gram-negativo, e modula positivamente a acdo da ampicilina sobre

bactérias Gram-negativo. Porém, ndo inibi o crescimento de C. albicans.

Compostos antimicrobianos, como taninos, flavondides, saponinas e

triterpendides, fazem parte da composicao do EBHSPg e podem explicar sua a¢cdo antibidtica.

Nossos resultados mostram que folhas maduras de Psidium guajava L. podem
ser usadas como alternativa ao uso das folhas jovens na medicina popular, pois apresentam boa

atividade antimicrobiana.

Porém, € preciso que se facam novas pesquisas para determinar o mecanismo de
acdo do EBHSPg, assim como ensaios de toxicidade, que fornecam base para o uso correto e

seguro de Psidium guajava L.
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