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Resumo: As espécies do género Psidium tém despertado interesse principalmente por seus
metabdlitos secundarios, dispondo de diversas propriedades funcionais como atividade
antimicrobiana e substancias antioxidantes. Apesar do uso popular dos frutos da Psidium myrsinites,
poucos estudos comprovam suas potenciais atividades terapéuticas. Dessa forma, o objetivo deste
trabalho é realizar ensaios com os extratos, fragdes e 6leo essencial extraidos da P. myrsinites para
avaliagdo da sua toxicidade através do teste de letalidade em Artemia salina L. e determinagéo da
concentracdo minima inibitéria pelo método de microdiluicio em caldo. O ensaio de toxicidade
demonstrou forte toxicidade para o 6leo essencial e moderada para a fracdo hexano. Ja os extratos
brutos acetbénico (EBA) e etandlico (EBE), as fra¢des obtidas com o EBE cloroférmio, intermediaria de
cloroférmio, acetato de etila e a fracdo aquosa obtida do EBA apresentaram-se como ndo téxicas. No
ensaio da atividade antimicrobiana o 6leo essencial foi classificado como inativo com CMI = 2000
pg.mL1. As demais amostras apresentaram-se ativas contra bactérias Gram-positivas com
concentragdes < 1000 pg.mL?t. Assim, os resultados obtidos nesse estudo indicam a potencial
atividade antimicrobiana da espécie P. myrsinites e contribui para estudos de desenvolvimento de

novos produtos naturais para o tratamento de doencas decorrentes de infec¢Bes bacterianas.
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Introducéao

As espécies da familia Myrtaceae sdo bastante conhecidas e tém sido
estudadas devido as suas caracteristicas fitoquimicas, possuindo uma grande
guantidade de metabdlitos secundarios que sao associados a atividade
antimicrobiana e acdo contra agentes antioxidantes (BIANCHETTI, 2014,
LOGUERCIO et. al 2005).

Estudos demonstram que o género Psidium apresenta grande potencial
terapéutico e varias atividades biologicas e farmacoldgicas, dentre elas atividade
antimicrobiana e anti-inflamatéria (FRANZON, et al 2009).
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A Psidium myrsinites também conhecida como aragazeiro, araca-bravo,
araca-de-veado e araca-liso, é facilmente encontrada no Brasil principalmente nas
areas do estado do Ceara, Bahia, Tocantins, Goias, Distrito Federal e Minas Gerais
(FRANZON et al., 2009). Um estudo recente da composicdo do 6leo essencial de P.
myrsinites identificou como um dos compostos mais abundantes na composi¢ao
quimica, o acetato de nerila e o &-cadinol, que dentre as varias atividades estao a
atividade antimicrobiana e anti-inflamatéria (PEREIRA, 2010).

De acordo com Amaral e Silva (2008), o ensaio de toxicidade em Artemia
salina L. permite avaliar a toxicidade aguda de compostos e € considerado um
estudo preliminar na avaliacdo da atividade farmacologica de substancias de origem
vegetal e natural devido a semelhanca dos limites dos efeitos téxicos produzidos no
microcrustaceo e em seres humanos.

Varios estudos tém sido realizados na avaliagcdo da atividade biolégica de
espécies vegetais a procura por novos farmacos que sejam eficazes e seletivos para
suprir a ineficiéncia do arsenal disponivel atualmente (BRESOLIN & CECHINEL
FILHO, 2010). De acordo com o estudo de Bona et al., (2014), o método de
microdiluicdo em caldo permite uma visualizacdo da atividade inibitéria dos extratos

mesmo em baixas concentracoes.

Material e Métodos

As folhas de P. myrsinites foram coletadas no Campus Anépolis de Ciéncias
Exatas e Tecnologicas Henrique Santillo da Universidade Estadual de Goias — CCET
no municipio de Anapolis — GO nos meses de janeiro e fevereiro de 2015.

O material vegetal foi identificado pela Professora Dra. Mirley Luciene dos
Santos da Universidade Estadual de Goias e em seguida foram preparadas trés
exsicatas, as quais foram depositadas no herbario da instituicdo sob registros HUEG
10046, 10047 e 10048.

ApoOs serem dessecadas, as folhas secas foram trituradas em moinho de
facas e o material foi armazenado em local seco e arejado.
A extracdo do Oleo essencial das folhas de P. myrsinites foi feita por

hidrodestilagdo em aparato tipo Clevenger. O 6leo essencial obtido foi dessecado
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em sulfato de sodio anidro e armazenado sob atmosfera de N2, em frasco de vidro
ambar, hermeticamente fechado em freezer a temperatura de -20°C.

O EBA foi extraido das folhas de P. myrsinites pelo processo de maceracao
com mistura de acetona/dgua 50% em banho de ultrassom e em seguida, o0 extrato
obtido foi filtrado por filtragcdo simples com algodé&o e acetona.

O extrato aquoso foi dividido em por¢cdes e extraido com acetato de etila em
funil de separagéo. As fracdes de acetato de etila foram reunidas e rotaevaporadas
para recuperacdo do solvente e as fragbes aquosas foram também reunidas e
liofilizadas.

O EBE foi obtido através de extracdo com alcool etandlico P.A. do p6 das
folnas de P. myrsinites em percolador até a saturacdo do solvente. O alcool foi
evaporado em rotaevaporador a 40°C.

O EBE foi solubilizado em solucdo metanol:agua (7:3) e em seguida foi
fracionado com solventes com polaridade crescente, hexano, cloroférmio e acetato
de etila respectivamente. A fracdo aquosa obtida dessa extragao foi armazenada em
freezer e as demais fracbes foram rotaevaporadas até que estivessem

completamente Secas.

Avaliacdo das Atividades Biologicas

A toxicidade da amostra foi testada através de ensaios com Artemia salina L.
de acordo com a metodologia de Rahman et al. (2005) com algumas modificagcdes.
As concentracfes de cada amostra estao representadas na Tabela 1.
Tabela 1. Concentragcdo de cada amostra testada no ensaio de toxicidade em

Artemia salina L.

Amostras Concentragdes (ug.mL™?)

Extrato acetdnico bruto 11.520; 5.760; 2.880; 1.440; 720
Extrato etandlico bruto 23.040; 11.520; 5.760; 2.880; 1.440
Oleo essencial 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,62
Fracdo Acetato de Etila 2000; 1000; 500; 250; 125; 62,5
Fracao Cloroférmio 2000; 1000; 500; 250; 125; 62,5
Fracdo Hexano 2000; 1000; 500; 250; 125; 62,5
Fracdo Intermediaria de Cloroformio ~ 2000; 1000; 500; 250; 125; 62,5
Dicromato de potassio 50; 25; 12,5

Foram pesados 250 mg de cistos de Artemia salina L. e em seguida, os

cistos foram incubados em um artemilheiro contendo 400mL de meio de &agua
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marinha sintética, o qual foi preparado com a dissolugéo de sal marinho (40g.L?) e
suplementacdo com extrato de levedura (6mg.Lt). O artemilheiro foi mantido sob
saturacdo constante de oxigénio durante 36 horas a temperatura ambiente e
iluminacao natural para que ocorresse a eclosao dos cistos.

Apo6s o periodo de ecloséo, os nauplios foram transferidos para uma placa
de Petri e com auxilio de uma micropipeta, foram distribuidas dez larvas e um
volume de 100 puL de meio de 4gua marinha sintética para cada po¢o da microplaca
de poliestireno. Em seguida, as amostras preparadas foram adicionadas e
incubadas por um periodo de 24 horas. Apos o periodo de incubacao foi realizada a
contagem das artémias vivas e mortas ou imobilizadas. Os ensaios de toxicidade
foram realizados em triplicata. Todos os testes foram realizados juntamente com
controles de DMSO 5%, controle de viabilidade e controle de toxicidade com solucao
de dicromato de potassio (K2Cr207) nas concentracdes de 50; 25 e 12,5 pug.mL?
(MOLINAS-SALINAS & SAID-FERNANDEZ, 2006).

A toxicidade da amostra foi observada com a concentragcédo letal a 50%
(CLso) da populagdo dos nauplios. Estes dados foram calculados utilizando o
Statplus 2009 professional (AnalystSoft). O nivel de toxicidade foi determinado de

acordo com Nguta et al (2012).

Ensaio Microbiol4gico
Os testes de microdiluicdo em caldo foram realizados de acordo com o Clinical
and Laboratory Standard Institute (CLSI) com algumas modificagdes (CLSI, 2010).

Apbés manutencdo e conservacdo das cepas bacterianas, as cepas foram
reativadas pela técnica de esgotamento. Os microrganismos foram inoculados e
incubados a 35°C por 24 horas.

Apos incubacéo foram transferidas de 3 a 5 colbnias isoladas e tipicas para
um tubo com 5 mL de solucdo fisiologica 0,9%. Obteve-se uma turvacao
correspondente a 0,5 da escala de McFarland. A solucéo foi diluida para 1:10 em
solucédo fisiolégica atingindo a concentracdo de células de 10’ UFC mL?. O
procedimento foi realizado 15 minutos antes da inoculagéo nos poc¢os das placas de
CMI.

As amostras foram solubilizadas em Dimetilsulfoxido (DMSO) a 5% e
diluidas em caldo MH de modo a obter uma concentracdo de 2000; 1000; 500; 250;
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125 e 62,5 uyg.mL"1. A amostra do Oleo essencial foi preparada acrescentando 0,02%
de Tween 80°. As diluicdes do antibidtico, cloranfenicol, foram preparadas, conforme
recomendado pelo CLSI, sendo utilizadas como controle da técnica.

Apbs o preparo das diluicdes foram pipetados nas microplacas, 100 pL de
cada concentracdo dos extratos da coluna 1 a 7. Na coluna 8, da letra A até a G
foram pipetados 100 yL de caldo Muller Hinton (MH) com o in6culo, sendo este,
portanto, o controle de viabilidade. Na coluna 10, da letra A até a letra F, foram
pipetados 100 uL da solu¢do de DMSO 5% em caldo MH, sem amostra, sendo este,
portanto, o controle de DMSO. Na linha G foram pipetados 100 yL de MH sem
in6culo, com as respectivas concentracées dos extratos, sendo portanto, o controle
de extratos. Em seguida, 5 pL de cada in6culo foi depositado em todos os orificios
da placa, com excecao dos pocos da linha G que foram utilizados como controle da
esterilidade do meio e das amostras. As microplacas foram tampadas e incubadas a
35°C por 22 horas e ap6s incubacéo foram fotografadas.

Apbs o periodo de incubacdo na estufa foram acrescentados em todos os
pocos 20 pL de resazurina 0,1% em solucéo fisiolégica 0,9% e as placas foram
novamente incubadas por 2 horas.

A leitura das placas com o0s microrganismos foi realizada através da
comparacao da turvacédo das amostras nos pogos antes de acrescentar a resazurina
e apo0s acrescentar a resazurina, sendo que o aumento da turbidez ou opacidade no
meio indica o crescimento de microrganismos (LENNETTE et al., 1985), a
permanéncia da coloracdo azul indica auséncia de microrganismo e a mudanca da
coloracdo azul para rosa indica a presenca de microrganismo.

Os resultados de toxicidade das amostras com suas respectivas
concentracdes letais 50% contra A. salina estdo dispostos na tabela 2.
Tabela 2. CLso dos extratos e fracOes obtidos das folhas de Psidium myrsinites

frente a Artemia salina.

-1 Z "
Extratos ClLso pg.mL? apés Grau de Toxidade Nguta et

24 horas al., (2012)
Oleo Essencial 95,30 Forte
Extrato Bruto Acet6nico 6.389,60 Né&o toéxico
Extrato Bruto Etandlico 11.336,90 N&o toxico

Fracoes CLso ug.mL* apés 24 Grau de Toxidade Nguta et al.,
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horas (2012)
Hexano 205,70 Moderado
Cloroférmico 1.323,30 Nao toxico
Intermediaria 1.329,30 NiE0 toXico
Cloroférmio
Acetato de Etila 1.582,10 Nao téxico

De acordo com Nguta et. al., (2012) ha uma relacdo entre a toxicidade e a
CLso de extratos vegetais sobre a Artemia salina. Os valores de CLso menores que
100 pg/mL apresentam alta atividade toxicolégica, CLso entre 100 ug/mL e 500 pg/mL
apresentam moderada atividade toxicoldgica, CLso entre 500 ug/mL e 1000 pg/mL
apresentam fraca atividade toxicolégica e CLso acima de 1000 pg/mL sao
considerados ndo toxicas.

A forte toxicidade do Oleo essencial sobre os nauplios é indicativo da
presenca de potentes compostos citotdoxicos nas plantas. Dessa forma, esse teste
tem sido utilizado como uma pré-avaliacédo da toxicidade de compostos.

A auséncia de toxicidade do EBE, EBA e das fragbes -cloroférmio,
intermediaria de cloroférmio e acetato de etila pode ser uma vantagem quando
considerado um possivel uso dos extratos no desenvolvimento de novos

fitoterapicos para o uso humano.

Atividade Antimicrobiana

Os resultados do ensaio microbiologico para o 6leo essencial, extrato bruto
etandlico e extrato bruto acetdnico estao representados na tabela 3.
Tabela 3. CMI (ug.mL™?) do 6leo essencial e dos extratos bruto etandlico e acetdnico
de Psidium myrsinites frente a bactérias Gram positivas e Gram negativas.

Bactérias OE (ug.mL1) EBA (ug.mL') EBE (ug.mL™)
S. aureus ATCC 29213 = 2000 250 500

S. aureus ATCC 25923 = 2000 125 125

S. epidermidis ATCC 12228 = 2000 62,5 125

E. coli ATCC 25312 > 2000 > 2000 > 2000

K. pneumoniae ATCC 700603 = 2000 = 2000 = 2000

P. aeruginosa ATCC 27853 = 2000 = 2000 = 2000

Utilizou-se a classificacdo de Holetz et. al., (2002) para a determinagédo da
atividade antimicrobiana das amostras testadas, sendo que 0s extratos que

apresentam CMI menor que 100 pyg.mL? possuem boa atividade antimicrobiana,
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extratos com CMI entre 100 a 500 pg.mL?' possuem atividade antimicrobiana
moderada, extratos com CMI entre 500 yg.mL* e 1000 yg.mL* possuem atividade
fraca e aqueles que possuem atividade antimicrobiana acima de 1000 ug.mL? sdo
considerados inativos. Nao foi possivel a realizagdo da leitura da atividade
antimicrobiana em espectrofotdmetro devido a provavel interacdo da resazurina com
pigmentos e outras moléculas presentes nos extratos vegetais.

Através dos resultados obtidos pela leitura visual foi verificado que o 6leo
essencial é inativo, jA que apresentou CMI acima de 1000 pyg.mL? para todas as
cepas bacterianas testadas. Por outro lado, o EBA e o EBE sao inativos apenas para
a linhagem de bactérias Gram-negativas, pois apresentaram CMI acima de 1000
pg.mLL.

Para as bactérias Gram-positivas foi possivel verificar atividade
antimicrobiana moderada dos EBA e EBE frente ao microrganismo S. aureus ATCC
29213 e S. aureus ATCC 25923.

E mais comum as bactérias Gram-positivas serem mais susceptiveis a acio
dos extratos vegetais do que bactérias Gram-negativas (KALEMBA & KUNICKA,
2003). As bactérias Gram-negativas apresentam maior resisténcia a acdo de
agentes antimicrobianos por terem uma superficie hidrofilica na membrana rica em
lipopolissacarideos, o que forma uma barreira contra as macromoléculas
hidrofébicas presentes em alguns compostos vegetais e antibiéticos (OETTING,
2005).

Em um estudo realizado por Pereira (2010), os 6leos essenciais de
diferentes quimiotipos de P. myrsinites, testados pelo teste de CMI apresentaram
atividade antimicrobiana moderada da amostra de P. myrsinites 2 para S. aureus
ATCC 12692 e boa atividade antimicrobiana para E. Coli MR 27, enquanto que a
amostra de Oleo essencial da P. myrsinites 1 apresentou fraca atividade
antimicrobiana para E. Coli MR 27 e a amostra 3 apresentou fraca atividade
antimicrobiana para E. Coli MR 27 e P. aeuriginosa ATCC 15442.

As diferencas nos resultados do presente estudo e dos demais pode ser
atribuida a diversos fatores como as condicdes de cultivo, meio de cultura,
concentracfes de substancias testadas e dispersdo e emulsificacdo dos agentes
utilizados (RIOS & RECIO, 2005). Os resultados para as fracdes estao dispostos na
tabela 4.
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Tabela 4. CMI (ug.mL?) das fracbes acetato de etila, aquosa (EBA), cloroférmio,
hexano, intermediaria cloroformio de Psidium myrsinites frente as bactérias Gram-

positivas e Gram-negativas.

Fracdes (ug.mL™)

Acetato  Aquosa Intermediéria

Bactérias Cloroformio Hexano

de Etila (EBA) Cloroférmio
S. aureus ATCC 2000 500 500
29213 500 1000
S. aureus ATCC 250 500 500 62,5 250
25923
S. epidermidis 250 250 1000 125 250
ATCC 12228
E. coli ATCC 25312 = 2000 > 2000 > 2000 > 2000 > 2000
K. pneumoniae = 2000 = 2000 = 2000 = 2000 = 2000
ATCC 700603
P. aeruginosa = 2000 = 2000 = 2000 = 2000 = 2000
ATCC 27853

De acordo com os resultados obtidos foi possivel verificar que as fracdes
séo inativas frente a linhagem Gram-negativa, visto que todas apresentaram CMI
acima de 1000 pg.mL™2.

Conforme foi verificado, os melhores resultados de CMI foram frente as
cepas Gram-positivas, visto que com excecdo da fracdo cloroférmio que apresentou
atividade antimicrobiana fraca contra S. Aureus ATCC 29213 e S. Epidermidis ATCC
12228, tanto o0s extratos quanto as fracbes testadas apresentaram atividade
antimicrobiana entre moderada e boa. JA nas bactérias Gram-negativas, nao foi
verificado atividade antimicrobiana para nenhuma das amostradas testadas.

De acordo com os resultados obtidos do bioensaio com A. salina, o dleo
essencial e a fracdo hexano obtida através do EBE apresentaram toxicidade ativa, o
gue indica a presenca de compostos citotoxicos. Foi confirmado também a potencial
atividade antimicrobiana do EBA, EBE e das fragOes acetato de etila, aquosa (EBA),
hexano e intermediaria de cloroférmio contra algumas cepas Gram-positivas. Dessa
forma, novas pesquisas para identificacdo e isolacdo de compostos bioativos
presentes na espécie P. myrsinites podem ser incentivadas para comprovacao da
sua potencial atividade biolégica e para o desenvolvimento de novos produtos

naturais no tratamento de doencas decorrentes de infecgbes bacterianas.
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