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RESUMO

Atividade antibacteriana de taninos extraidos de folhas de Psidium guineense Sw.
(Myrtaceae)

RODRIGUES, Cinthia Gracielly . Ms. Ciéncias Bioldgicas. Universidade Estadual de Montes
Claros. Dezembro, 2008. Orientador: D.Sc. Dario Alves de Oliveira. Co-orientadores: D.Sc.
Henrique Maia Valério e D.Sc. Ronaldo Reis Junior.

Extratos metandlicos de folhas secas e frescas de Psidium guineense, coletadas no municipio
de Glaucilandia (MG) foram submetidos a purificacdo por meio de extracdes sucessivas com
solventes de polaridade crescente: éter de petroleo, diclorometano, acetato de etila e butanol.
Os residuos das fracdes foram submetidos a teste antibacteriano contra cepas de
Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, por meio das
duas variantes do método de difusdo em agar (disco e pogo). Todas as fragdes apresentaram
atividade antibacteriana. A partir destes resultados, foi preparado um extrato de P. guineense
com acetona 70%, de folhas secas e frescas, a fim de isolar taninos da planta e avaliar se o
teor destes compostos na amostra apresentava alguma relacdo com a atividade antibacteriana
observada no teste inicial. Dessa forma, o extrato foi aplicado a uma coluna de sephadex LH-
20 e duas metodologias foram utilizadas para o isolamento. Os taninos presentes nas amostras
isoladas foram quantificados e as amostras foram submetidas a teste antibacteriano. As
amostras obtidas por meio dos dois métodos de isolamento apresentaram alto teor de taninos e
inibiram o crescimento bacteriano. Os compostos responsaveis pela atividade antibacteriana
das amostras ricas em taninos foram extraidos com maior eficiéncia das folhas secas e a
variante poco do método de difusdo em agar apresentou maior sensibilidade a difusdo destes
compostos.

Palavras-chave: Psidium guineense. taninos. isolamento. atividade antibacteriana.
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ABSTRACT

Antibacterial activity of extracted tannins of leaves of Psidium guineense Sw.
(Myrtaceae)

RODRIGUES, Cinthia Gracielly . Ms. Biological Sciences. Universidade Estadual de Montes
Claros. December, 2008. Advisor: D.Sc. Dario Alves de Oliveira. Co-advisor: D.Sc. Henrique
Maia Valério and D.Sc. Ronaldo Reis de Oliveira.

Methanolic extracts from dried and fresh leaves of Psidium guineense, collected in
Glaucilandia (MG) city, were submitted to purification by successives extractions with rising
polarity solvents: eter oil, dichloromethane, ethylacetate and butanol. The residues from
fractions were submitted to antibacterial test against cepas of Staphylococcus aureus ATCC
25923 and Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, by two variants of the agar diffusion
method (disc and well). All fractions showed antibacterial activity. According to these results,
it was prepared an extract with 70% acetone of dried and fresh leaves of P. guineense, in
order to isolate tannins from the plant and evaluate if the content of these compounds in the
samples had relation with antibacterial activity observed in the initial test. Thus, the extract
was applied to a column of sephadex LH-20 and two methodologies were used for the
isolation. The tannins present in the isolated samples were quantified and the samples were
submitted to antibacterial test. The samples gotten by two methods of isolation showed a high
content of tannins and inhibited the bacterial increasing. The compounds responsible for the
antibacterial activity of the samples rich in tannins were extracted with major efficiency from
dried leaves and the well variant of the diffusion method was more sensitive to the diffusion
from these compounds.

Keywords: Psidium guineense. tannins. isolation. antibacterial activity.
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1. INTRODUCAO GERAL

1.1 Consideracdes gerais sobre plantas medicinais

A utilizagdo de diversas espécies de plantas para fins medicinais € tdo antiga quanto a
propria historia da humanidade (TYRREL, 1990; VEIGA JUNIOR e PINTO, 2005). Por meio
da observacdo e da experimentagdo pelos povos primitivos, as propriedades terapéuticas das
plantas foram descobertas e propagadas de geracdo em geracdo (TUROLLA e
NASCIMENTO, 2006).

Historicamente, o desenvolvimento da quimica orgénica se iniciou, e até certo tempo,
ocorreu de forma paralela ao estudo das plantas. Os primeiros estudos dos vegetais, com base
cientifica, registrados no século XIX, resultaram no isolamento de algumas substincias, que
se consagraram como principios ativos eficazes, e que, até hoje, sdo empregadas no
tratamento de doengas, a exemplo da morfina, quinina, canfora, ¢ cocaina (MONTARI ¢
BOLZANI, 2001).

No século XX, o grande progresso da industria farmacéutica, com a descoberta e o
desenvolvimento de processos de sintese de compostos organicos, culminou no
desenvolvimento de diversos medicamentos sintéticos. O acesso a estes medicamentos
resultou no desinteresse pelo estudo das plantas medicinais, o que levou ao obscurecimento
do extraordinario potencial desses vegetais. Entretanto, efeitos colaterais causados pelos
medicamentos sintéticos, somados aos seus altos valores, promoveram a busca por novas
drogas, como alternativa de tratamento (VOLAK e STODOLA, 1990).

O acesso diferenciado as fontes alopaticas de tratamento, devido ao elevado custo dos
medicamentos, motivou a Organiza¢do Mundial de Satde em 1978 a incentivar a pesquisa de
plantas medicinais (OLIVEIRA e AKISUE, 1997), uma vez que 65 a 80% da populagdo dos
paises em desenvolvimento dependem desses recursos naturais como unica forma de acesso
aos cuidados basicos de saude (GONCALVES et al., 2005).

A busca por novas alternativas terapéuticas, aliada as tendéncias globais de
desenvolvimento sustentdvel e valorizacdo da biodiversidade fizeram ressurgir, ainda no
século passado, o interesse pela comprovacao das propriedades farmacologicas das plantas. A
corrida de algumas indistrias transnacionais por substancias bioativas novas foi intensificada
nos anos 90, especialmente nas florestas tropicais, onde se concentra grande parte da
biodiversidade (PINTO et al.,, 2002). Isso porque, a diversidade quimica associada a

diversidade biologica, encontrada em ecossistemas terrestres € aquaticos, € um importante
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aspecto a ser considerado em processos e diretrizes de desenvolvimento de novos biofarmacos
(MARASCHIN e VERPOORTE, 1999). De fato, o nimero de espécies realmente conhecidas
e utilizadas como medicamentos ¢ pequeno, frente a enorme biodiversidade vegetal e a
devastagdo causada pelo homem (GOTTLIEB e KAPLAN, 1990).

Nessa questdo de biodiversidade, o Brasil é um pais privilegiado, considerando que
possui a maior diversidade genética vegetal do mundo (GUERRA e NODARI, 1999) e 30%
das florestas tropicais do planeta (CECHINEL FILHO e YUNES, 1998). Aqui, o uso de
plantas medicinais, além de influéncias africanas e européias, tem suas raizes fortemente
ligadas a cultura indigena. Todas essas influéncias contribuiram para o enriquecimento da
cultura popular, ¢ podem servir como embasamento para estudos cientificos (MARTINS et
al., 1994). Entretanto, as pesquisas realizadas para a avaliagdo do uso seguro de plantas
medicinais e fitoterdpicos no Brasil ainda sdo incipientes (VEIGA JUNIOR e PINTO, 2005) e
a grande maioria das espécies brasileiras continua sem qualquer estudo quimico ou bioldgico
(PINTO et al., 2002). Apesar de sua condicdo privilegiada de biodiversidade, plantas
medicinais exoticas, cujos valores de importacdo superam amplamente os de exportagdo,
ainda sao muito utilizadas no Brasil (FONTE, 2004).

As propriedades medicinais apresentadas pelas plantas se devem a fantastica variedade
e complexidade de metabolitos especiais biossintetizados por estas. Estes metabdlitos teriam
se formado e evoluido como mecanismo de defesa dos vegetais as condi¢des ambientais ricas
em microrganismos, insetos, animais e também as condic¢des de adaptacdo e regulacdo. Pode-
se afirmar, dessa forma, que as plantas constituem num enorme laboratério de sintese
organica, fruto de milhdes de anos de evolucdo e adaptacdo sobre a terra (MONTARI e
BOLZANI, 2001); e, assim, possui grande valor agregado, devido as suas aplicacdes como
medicamentos, cosméticos, alimentos e agroquimicos (PINTO et al., 2002).

Na década de 80 foram identificados 121 compostos de origem vegetal, provenientes
de 95 espécies, os quais tém sido usualmente empregados como terapéuticos nos paises
ocidentais. Além disso, do total de medicamentos aprovados no periodo de 1983-1994, 6%
foram obtidos diretamente de espécies vegetais, 24% sdo compostos derivados ¢ 9% foram
desenvolvidos a partir de compostos de vegetais, cuja estrutura molecular serviu como
unidade precursora em processo de sintese (MARASCHIN ¢ VERPOORTE, 1999). Sao
exemplos de medicamentos sintéticos desenvolvidos a partir de substancias oriundas do
metabolismo secundario das plantas, a procaina, cloroquina, vimblatina, vincristina,

podofilotoxina, taxol e camptotecina (PINTO et al., 2002).



Além da busca por substincias com estruturas moleculares complexas, outro grande
alvo da industria farmacéutica sdo os compostos quirais, tendo em vista a grande dificuldade
de se produzir uma sintese assimétrica no laboratério, que, no entanto, ¢ realizada de maneira
excepcional pelas plantas. A preocupacdo com estes produtos intensificou-se depois dos
graves efeitos causados por drogas como a talidomida, por exemplo. Sabe-se hoje, que a
teratogénese fetal ¢ decorrente da acdo do enantiomero (-) (MONTARI e BOLZANI, 2001).

Diante do exposto, pode-se afirmar que os produtos naturais sdo uma alternativa
terapéutica extremamente viavel. Estes produtos sdo importantes no fornecimento de
principios ativos para o descobrimento de novas drogas, e consistem em uma alternativa mais
economica no controle de doengas para paises em desenvolvimento, onde a maioria das

drogas ¢ importada (XU e LEE, 2001).

1.2 Familia Myrtaceae

As espécies da familia Myrtaceae sdo fontes promissoras para serem exploradas, por
meio de estudos quimicos e farmacologicos. Classes de substancias quimicas com atividades
farmacoldgicas importantes j& foram isoladas de plantas dessa familia, tais como flavonoides,
monoterpenos, triterpenos, sesquiterpenos ¢ taninos (LEE et al., 2000; SALIB ¢ MICHAEL,
2004; BEGUM et al., 2002).

A familia Myrtaceae € constituida por arvores e arbustos que apresentam tronco com
cortex esfoliante, folhas simples, geralmente opostas, com margens inteiras, de coloracdo
sempre-verde, e flores geralmente brancas e bissexuadas (BARROSO et al., 1984; LORENZI,
2002). Essa familia apresenta cerca de 130 géneros e 4000 espécies (LORENZI, 2002).
Destes, 23 géneros e aproximadamente 1000 espécies ocorrem no Brasil, tornando a
Myrtaceae uma das familias lenhosas dominantes em varias formacdes vegetais brasileiras
(KAWASAKI e LANDRUM, 1997).

Uma das caracteristicas marcantes das mirtidceas ¢ a presenca, em seus Orgaos
vegetativos e reprodutivos, de estruturas secretoras de dleos essenciais (BARROSO et al.,
1984). LIMA et al. (2006) demonstraram o potencial antibacteriano contra microrganismos
gram-positivos dos Oleos essenciais de espécies de Myrtaceae nativas da Mata Atlantica.
Além da ocorréncia de cavidades secretoras de Oleos essenciais, as folhas das mirtaceas sdo
caracterizadas ainda pela abundéancia notavel de taninos e de cristais de oxalato de célcio
(METCALFE e CHALK, 1950). Segundo CARVALHO et al. (2002), muitas espécies dessa

familia apresentam empregos terapéuticos, como antiinflamatorio, antineoplasico, antiviral, e
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sdo utilizadas na medicina popular no controle de diarréias e outros disturbios

gastrointestinais.

1.3 Psidium guineense Swartz

A espécie Psidium guineense, popularmente conhecida como araca, ¢ um arbusto de 2
a 2,5 m de altura, pertencente a familia Myrtaceae, nativo e de ampla dispersdo na América
Tropical. Seu tronco possui uma casca lisa, que se descama. Seus frutos lembram a goiaba,
embora sejam mais acidos e de perfume mais acentuado. Além disso, os frutos sdo pequenos e
globosos, as vezes ovoides, pedunculados, de cor amarela-clara quando maduros e apresentam
polpa de cor creme com numerosas sementes (GONZALEZ et al., 2005).

O aracgazeiro apresenta potencial para exploragdo econdmica devido a boa aceitacdo de
seus frutos para consumo in natura, pelo elevado teor de vitamina C, além da alta capacidade
de dispersdo, frutificagdo e resisténcia a doengas e pragas (RASEIRA e RASEIRA, 1994). A
propagacdo do aragazeiro da-se predominantemente por sementes, uma vez que a propagacao
vegetativa ndo tem apresentado resultados satisfatorios (NACHTIGAL e FACHINELLO,
1994).

As raizes de P.guineense sdo tidas como diuréticas e antidiarréicas e suas cascas
podem ser utilizadas para aplicagdo em curtumes, devido ao elevado teor de taninos
(RODRIGUES ¢ CARVALHO, 2001). Por esse motivo, essa espécie ¢ utilizada no Brasil
como planta medicinal em decocgdes de raizes para o tratamento de enfermidades do trato
urinario, diarréia e disenteria (GONZALEZ et al., 2005). Pesquisas que objetivam avaliar as
potencialidades farmacologicas apresentadas por essa espécie, devem ser incentivadas, uma
vez que ¢ usada tradicionalmente na medicina popular brasileira, e escassos sdo os estudos a

seu respeito.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial antibacteriano das fracdes semipuras e de taninos obtidos a partir

do extrato de folhas de Psidium guineense Sw.

2.2 Objetivos especificos

Fracionar o extrato das folhas de Psidium guineense por meio de particdo liquido-
liquido com solventes de polaridade crescente e avaliar as fragcdes semipuras quanto ao seu
potencial antibacteriano.

Isolar e quantificar taninos presentes nas folhas de Psidium guineense.

Avaliar a atividade antibacteriana de taninos isolados das folhas de Psidium guineense.

Avaliar a influéncia do material vegetal (fresco e seco) utilizado nas extracdes e das

variantes do método de difus@o em agar (disco e poco) nos resultados dos testes realizados.



3 CAPITULO 1 - Atividade antibacteriana in vitro de fracdes semipuras do extrato de
Psidium guineense Sw. (Myrtaceae)

3.1 Introducio

Os antimicrobianos sdo substancias que provocam morte ou inibi¢cdo do crescimento
de microrganismos. Estas substancias agem por meio da interferéncia em processos
metabolicos, como na replicagdo cromossomica e na inibigdo da sintese protéica, ou causam
danos nas estruturas do microrganismo, como parede celular e membrana citoplasmatica
(BARROS et al., 2001).

Os antimicrobianos se diferem em suas propriedades fisicas, quimicas ¢
farmacoldgicas, quanto ao espectro € modo de acdo. De acordo com este ultimo pardmetro,
GOODMAN e GILMAN (1996), classificam os antimicrobianos como: agentes que inibem a
sintese da parede celular bacteriana (penicilinas e cefalosporinas); agentes que afetam a
permeabilidade da membrana celular do microrganismo, o que resulta no extravasamento de
compostos intracelulares (polimixina); agentes que inibem a sintese protéica (cloranfenicol,
tetraciclinas, eritromicina, clindamicina e aminoglicosideos); agentes que afetam o
metabolismo dos 4cidos nucléicos (rifampicinas e quinolonas); agentes que bloqueiam etapas
metabolicas especificas, essenciais aos microrganismos (trimetoprima e sulfonamidas).

O desenvolvimento da quimioterapia antimicrobiana teve inicio na década de 30 com a
descoberta das sulfonamidas e penicilinas (JAWETZ et al., 1998). Porém nas subseqiientes
décadas de 50 e 70, epidemias por Staphylococcus aureus resistentes a penicilina e linhagens
multiresistentes (MRSA - methicillin-resistant Staphylococcus aureus), chamaram a atenc¢ao
para o problema da resisténcia aos antimicrobianos (COUTO e PEDROSA, 1999).
Staphylococcus aureus sdo cocos gram-positivos, causadores de infecgdes de caracter
oportunistas em seres humanos e animais, € atuam como agentes de uma ampla gama de
infeccdes, desde aquelas localizadas, geralmente superficiais (pele e tecido subcutaneo), até
algumas disseminadas (endocardite, artrite, osteomielite, pneumonia) com elevada gravidade
(TRABULSI et al. 2005). Atualmente, S. aureus meticilina resistente, ¢ o maior patégeno
causador de infecgdes hospitalares e € responsavel por inativar a agdo de varios antibioticos,
tornando a multiresisténcia, um grande problema de saude publica (STRATTON, 2000).

Pseudomonas aeruginosa ¢ outro patdégeno de grande importancia clinica, uma vez
que se encontra entre os agentes mais comuns de infec¢des nosocomiais, segundo dados da
ANVISA (2004). Estes microrganismos sdo bacilos gram-negativos, causadores de infec¢oes

tipicamente oportunistas em processos cirurgicos, queimaduras, pos-cateterizagdo urinaria e
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pneumonias, principalmente apos procedimentos de entubacdo. Uma das caracteristicas da
espécie € a capacidade de produzir um pigmento azul-esverdeado denominado piocianina e
pioverdina (KONEMAN et al., 2001; TRABULSI et al., 2005).

Embora grande ntimero de antimicrobianos tenha sido produzido nas ultimas décadas
pelas industrias farmacéuticas, a resisténcia por parte dos microrganismos a estas drogas tem
aumentado. O fendmeno da resisténcia ocorre devido a inimeros mecanismos complexos e
ainda ndo completamente entendidos, tais como a capacidade de evitar algumas rotas
metabdlicas inibidas pelo antibidtico, a producdo de beta-lactamases que degradam o agente
antimicrobiano ou ainda a alteragdes no transporte do antibiotico através da membrana
bacteriana. Certo ¢ que o aumento da resisténcia tem ocorrido devido ao emprego
indiscriminado dos antibioticos em pacientes e também na criacdo de animais e em plantas
(BARROS et al., 2001).

Dentre as medidas que devem ser tomadas para evitar ou diminuir a resisténcia
bacteriana, encontra-se o desenvolvimento de novos medicamentos (WANNMACHER,
2004). E uma vez que as plantas produzem intimeras substancias biologicamente ativas, tem-
se nos produtos naturais uma fonte importante de recursos (PEREIRA, 2006).

A busca por novos agentes antimicrobianos se faz necessaria tanto pelo aumento da
resisténcia bacteriana como pelo surgimento de infec¢cdes oportunistas fatais, associadas a
AIDS, a quimioterapia antineoplasica e a transplantes (PENNA et al., 2001). Dessa forma,
espera-se que tais pesquisas contribuam significativamente no desenvolvimento do campo da
saude em nivel mundial, encontrando substiancias mais eficazes e menos toxicas na corrida
contra a resisténcia dos microrganismos patogénicos (OSTROSKY et al., 2008).

O interesse em encontrar agentes antimicrobianos naturais para o emprego em
produtos alimenticios ou para uso farmacéutico aumentou consideravelmente a partir do inicio
dos anos 80, em virtude do surgimento de resisténcias bacterianas (DEGASPARI et al.,
2005). Os principais grupos de compostos com propriedades antimicrobianas, extraidos das
plantas, incluem: terpenoides, alcaldides, compostos fendlicos (fendis simples, flavondides e
taninos), quinonas, e cumarinas (COUTINHO ef al., 2004).

Os compostos fendlicos apresentam agdo sobre os microrganismos provocando a
privacao de substrato e a ruptura da membrana plasmatica. Como exemplo de compostos que
apresentam tais atividades podem ser citados os fenodis simples, como o catecol, a
epicatequina e o acido cindmico. Também se incluem neste grupo, as cumarinas, formadas
pela unido de um benzeno com um anel a-pirona (COWAN, 1999). Estudos a respeito das

cumarinas demonstraram inibi¢do in vitro de Candida albicans (THORNES, 1997) e o

10



estimulo de macrofagos, que apresentam efeito negativo indireto sobre as infecgdes
(CASLEY-SMITH e CASLEY-SMITH, 1997).

Os taninos, polifenodis de alto peso molecular, tém recebido destacada atencdo nos
anos recentes, uma vez que o consumo de bebidas que contém estes compostos tem sido
associado a cura e prevengdo de varias doengas (COWAN, 1999). Os taninos agem sobre os
microrganismos por meio de ligagdo com proteinas e adesinas (proteinas e polissacarideos da
parede celular dos microrganismos), inibicdo de enzimas, ruptura da membrana plasmatica e
privagdo do substrato microbiano (HASLAM, 1996).

Um outro grupo de polifendis, os flavonoides, se ligam a adesinas e formam
complexos com a parede celular das bactérias. De forma semelhante atuam as quinonas, como
a hipericina, que sdo altamente reativas e encontradas de forma ubiqua na natureza
(FALKENBERG, 1999; COWAN, 1999).

Entre os chamados 6leos essenciais destaca-se a artemisina (sesquiterpeno), conhecida
por suas propriedades anti-malarica (VISHWAKARMA, 1990). Além disso, ¢ vasta a
quantidade de literatura que relata a acao dos dleos essenciais contra bactérias, fungos, virus e
protozoarios (GHOSHAL et al., 1996; HABTEMARIAM et al., 1993; HARRIGAN et al.,
1993).

Por fim, a berberina, um representante do grupo dos alcaléides, apresenta acao efetiva
contra tripanossomos ¢ plasmodios (COWAN, 1999). O mecanismo de agao destes compostos
¢ atribuido a sua habilidade de se intercalar com o DNA desses protozoarios (PHILLIPSON e
O’NEILL, 1987).

Tendo em vista que algumas classes de substancias com propriedades farmacologicas
ja foram isoladas de plantas da familia Myrtaceae e a notavel abundancia de 6leos essenciais
taninos em Orgaos vegetativos e reprodutivos de plantas dessa familia, o primeiro capitulo
deste trabalho teve como objetivo realizar uma avaliacdo das fragdes semipuras do extrato das
folhas de Psidium guineense quanto ao seu potencial antibacteriano. Por meio dessa avaliagao
preliminar, pretendeu-se avaliar a possibilidade dos taninos estarem entre as classes de

substancias envolvidas com a atividade antibacteriana apresentada pela planta.
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3.2 Material e Métodos

3.2.1 Coleta do material botanico

Folhas de Psidium guineense foram coletadas aleatoriamente de 10 individuos, no
municipio de Glaucilandia, localizado ao norte do estado de Minas Gerais (coordenadas
16°51'00"S e 43°41'49"W), no més de Agosto de 2008. O ambiente de coleta (Figura 1)
caracteriza-se por apresentar vegetacdo de pequeno porte, constituida, principalmente, por
pequenos arbustos expostos a uma alta incidéncia luminosa. A maior parte das folhas
coletadas era jovem, uma vez que a coleta foi realizada logo apos o periodo de queda das

folhas.

Figura 1: Mapa do local de coleta das folhas de Psidium guineense (indicado por seta). Acima: em destaque um
dos individuos de Psidium guineense no local de coleta.

Exemplares do material botanico coletado foram preparados de acordo com as técnicas
convencionais de identificacdo e herborizagdo (FIDALGO ¢ BONONI, 1984) e depositados
no Herbario Montes Claros da Universidade Estadual de Montes Claros (Minas Gerais) com o
numero de registro 606. O material botanico coletado foi transportado em sacos plasticos para
o Laboratério de Métodos Analiticos em Biologia, da Universidade Estadual de Montes

Claros, para realizagao das analises.

3.2.2 Extracao

O método usado para extrair compostos oriundos do metabolismo secundario das

plantas foi planejado com cuidado, uma vez que todos os resultados das analises poderiam ser
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afetados pelos passos da extracdo. Sendo assim, este trabalho propos a realizacdo de dois tipos
de tratamento pré-extragdo das amostras, a fim de se avaliar a influéncia de cada método nos
resultados dos testes realizados. Quantidades iguais de folhas coletadas de cada individuo
foram misturadas na extracdo. Os procedimentos de extragdo e semipurificacdo foram

realizados em triplicata.
3.2.2.1 Tratamento pré-extracio 1

O tecido fresco coletado foi cortado em pequenos pedacos, de aproximadamente 15
mm, com tesoura e colocado em almofariz com nitrogénio liquido. O material foi moido com
pistilo até formar um po fino e este, por sua vez, foi mantido congelado a -18°C, em ambiente

escuro, até o momento da extragao.
3.2.2.2 Tratamento pré-extracio 2

O material coletado foi seco em estufa de circulacdo de ar a 40° C, pulverizado em

moinho tipo Willey, e mantido em ambiente escuro, a -18°C, até o momento da extragdo.

3.2.2.3 Preparacio do Extrato Metanolico Bruto
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Figura 2: Esquema de preparagdo do Extrato Metandlico Bruto

Como ilustrado na Figura 2, 1g de massa seca das amostras oriundas de cada
tratamento pré-extracdo foram misturadas, separadamente, com 50 mL de metanol. As

misturas foram armazenadas em local escuro por 12 horas, sob agitagdo constante, a
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temperatura ambiente. Apos filtracdo com papel de filtro (Wathman, 125 mm), o processo foi
repetido com os residuos por mais 12 horas pela adi¢do de 50 mL de metanol, e os filtrados
foram armazenados em refrigerador (4°C). Os filtrados das duas extragdes foram combinados

e o solvente totalmente evaporado em evaporador rotatorio, sob pressao reduzida a 40°C.

3.2.3 Semipurificacdo do Extrato Metandélico Bruto

Cada Extrato Metandlico Bruto (EMB), obtido dos dois tipos de material vegetal (seco
e fresco), foi diluido em 40 mL de agua destilada/etanol (4:1, v/v) e entdo filtrado em papel de
filtro (Wathman, 125 mm). Os filtrados foram submetidos a uma semipurificagdo com
emprego de parti¢do liquido-liquido com solventes de polaridade crescente: éter de petrdleo,
diclorometano, acetato de etila e n-butanol (Figura 3). Trés extra¢des seqiienciais com 20 mL
de cada solvente foram realizadas. As fragcdes orgénicas obtidas foram entdo desidratadas com
sulfato de sodio anidro por 30 minutos para remover os residuos de agua. Subseqiientemente
essas fragcoes foram filtradas e os solventes totalmente evaporados em evaporador rotatdrio,

sob pressao reduzida, a 40°C.

Suspensdo em dgua:etanol
EMB seco (4:1) e particio sucessiva

Eter de Petréleo

‘ Diclorometano ‘

| Acetato de etila |

‘ Butanol ‘

Figura 3: Esquema de semipurificagdo do Extrato Metanolico Bruto (EMB)

3.2.4 Determinacio do rendimento do extrato bruto e das fracdes
Para determinacdo do rendimento do extrato bruto obtido, dividiu-se a massa final do

extrato seco, em gramas, pela massa inicial do material vegetal utilizado na extracdo (massa

seca), em gramas. O resultado da divisdo foi multiplicado por 100.
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Para determinacdo do rendimento das fracdes dividiu-se a massa em gramas de cada
fragdo seca pela massa de extrato seco utilizado no fracionamento, e multiplicou-se o

resultado por 100.

3.2.5 Atividade Antibacteriana

Os testes de inibicdo do crescimento bacteriano foram realizados com as bactérias
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853). Cepas
padrao semeadas em agar BHI-Infuso-cérebro-coragcdo (Biobras) com o6leo mineral (Ideal)
foram repicadas em agar Miiller-Hinton (Biobras), e incubadas por 24 horas, em estufa a 35
°C. A partir de culturas recentes, foram preparadas suspensdes bacterianas em solugdo salina
NaCl 0,98% com turvagdo equivalente a Escala de McFarland 0,5 (1x10® células/mL)
(National Committee for Clinical Laboratory Standards - NCCLS 2003). Os testes de

atividade antibacteriana foram realizados em triplicata.

3.2.5.1 Difusiio em agar - Variante Poco

As suspensoes bacterianas foram semeadas com auxilio de swab estéril em placas de
petri contendo 70 mL de 4gar Miiller-Hinton. A perfuragdo dos pocos no meio solido foi
realizada com auxilio de cilindro de 6 mm de diametro.

Os residuos finais de cada semipurificacdo, para os dois tratamentos pré-extracao,
foram dissolvidos em Dimetilsulfoxido (DMSO) (99,9% VETEC), de modo que se obtivesse
uma concentracao final de 40 mg/mL. O extrato metanolico bruto, obtido por meio das duas
extragdes consecutivas de 12 horas, também foi testado com a mesma concentracdo de 40
mg/mL.

A cada poco foram adicionados 50 uL de amostra dissolvida (fragdes e extrato bruto).
Foram utilizados 50 uL. de DMSO como controle negativo. Como controle positivo, utilizou-
se 50 uL de solucdo de tetraciclina a 0,6 mg/mL para Pseudomonas aeruginosa e a mesma
concentragdo de cloranfenicol para Staphyloccus aureus. As placas foram incubadas em
estufa, por 18 h, a 35 °C. Apds a incubagdo, foram medidos, em milimetros, os didmetros dos

halos de inibi¢ao formados ao redor dos orificios (VALGAS et al., 2007).

15



3.2.5.2 Difusio em Agar - Variante Disco

As suspensdes dos microrganismos-teste foram semeadas com o auxilio de swab
estéril em placas de Petri que continham agar Miieller-Hinton. O teste de difusdo em disco foi
baseado na Norma M2-A8 do NCCLS 2003.

Os residuos finais de cada semipurificacdo, para os dois tratamentos pré-extragao,
foram dissolvidos em DMSO, de modo que se obtivesse uma concentragdo final de 200
mg/mL. O extrato metanodlico bruto, obtido por meio de duas extragdes consecutivas de 12
horas, também foi testado com a mesma concentragdo de 200 mg/mL.

Foram utilizados discos Blank estéreis de 6 mm de diametro (Cecon), embebidos com
10 puL de amostra. As placas foram incubadas, a 35°C, durante 18 horas. Apds a incubagio,
realizou-se a medida do halo de inibicdo formado em torno dos discos, em milimetros. Discos
comerciais de cloranfenicol 30pg (Laborclin) foram utilizados como controle positivo para S.
aureus. Para P. aeruginosa utilizou-se discos de tetraciclina 30pug (Laborclin). Discos

impregnados com 10 pL. de DMSO foram usados como controle negativo.

3.2.6 Analise estatistica

Os dados foram analisados no sistema estatistico R, Versao 2.8.0 (R-CORE, 2008),
com utilizagdo de modelos lineares generalizados. O modelo adequado foi estimado a partir
da eliminacdo de varidveis ndo significativas testadas a partir do modelo completo, método
backward (CRAWLEY, 2005). Foi usada analise de varidncia (ANOVA) para examinar cada
uma das variaveis explicativas (fragdes semipuras e extrato bruto, método de difusao, material
vegetal, cepas testadas e interagdes duplas entre as varidveis) em relagdo a varidvel resposta

(halo de inibicao).
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3.3 Resultados e Discussao

3.3.1 Extracao e semipurificaciio do extrato bruto

O Extrato Metanodlico Bruto oriundo do material Seco (EMBS) apresentou maior
rendimento (33,89% £ 1,92) que o extrato oriundo do material Fresco (EMBF) (25,51% =+
1,92) (ANOVA, P=0,03673). Esse fato, provavelmente se deve a maior eficiéncia na
pulverizacdo das folhas do processo de moagem em relagdo a maceragdo com nitrogénio
liquido, o que resultou numa maior superficie de contato do material seco com o solvente
utilizado na extracdo. Rendimentos semelhantes a estes foram obtidos por PANSERA et al.
(2003) para varias espécies de plantas medicinais, com periodo de extracdo e propor¢ao
solvente/material vegetal superiores as condi¢des utilizadas neste trabalho.

O rendimento das fragdes obtidas a partir de cada Extrato Metandlico Bruto (EMB) ¢

mostrado na Tabela 1:

Tabela 1: Rendimento das fragdes (Eter de Petrdleo, Dicloromentano, Acetato de Etila, n-Butanol e Aquosa)
obtidas a partir do Extrato Metano6lico Bruto obtido de material seco (EMBS) e de material fresco (EMBF).

Rendimento das Fracées (%)

Origem da Fragdo Eter Petroleo  Diclorometano  Acetato Etila n-Butanol Aquosa Total (%)
EMBS 16 13 14 40 15 98
EMBF 21 06 15 38 18 98

A fragdo de maior rendimento foi a butanolica (de maior polaridade) e a de menor
rendimento foi a de diclorometano. Estes resultados demonstram que grande parte dos
compostos presentes no extrato de P. guineense possui natureza polar. O fracionamento do
extrato bruto com solventes de polaridade crescente permite inferir as possiveis classes de
substancias extraidas nas diferentes fragcdes de acordo com suas polaridades. Segundo
CECHINEL FILHO e YUNES (1998), esterdides e terpenos sao os provaveis compostos
extraidos pelo hexano, enquanto diclorometano extrai lignanas, flavonoides, sesquiterpenos,
triterpenos ¢ cumarinas. Acetato de etila extrai flavonoides, taninos, saponinas ¢ compostos
fenolicos em geral; e o butanol extrai flavonodides, taninos e saponinas.

Avaliacdes preliminares, em que o hexano foi utilizado como solvente em vez de éter
de Petréleo, mostraram um rendimento maior da fracdo de diclorometano. Entretanto,

dificuldades encontradas na separacao da fase orgénica levaram a substitui¢ao do hexano para

17



o éter de petroleo, o que facilitou sobremodo a separagdo da fracdo diclorometanica. Diante
disso, pode-se inferir que o éter de petroleo extrai uma maior gama de compostos que o
hexano, diminuindo a disponibilidade de compostos que o diclorometano poderia extrair e
assim, facilitando as separacdes subseqiientes. Na avaliacdo do potencial antioxidante de
Psidium guajava, realizada por IHA et al. (2008), foram utilizados somente os solventes:
diclorometano, acetato de etila e butanol.

A frag@o aquosa identificada na Tabela 1 se refere ao que sobrou das extragdes seriais;
e o rendimento apresentado por esta fracdo demonstra que uma parte dos metabolitos ndo foi

extraida por nenhum dos solventes utilizados nesse processo de semipurificacio.

3.3.2 Atividade antibacteriana

Os resultados dos testes antibacterianos de difusdo em agar com Pseudomonas
aeruginosa, expressos por meio da medida do didmetro dos halos de inibicdo do extrato bruto
(EMB), das fracdes e dos controles encontram-se na Figura 4 e estdo ilustrados na Figura 6.

De modo geral, o Extrato Metanolico Bruto (EMB) e as fragdes de acetato de etila e n-
butanol inibiram o crescimento de P. aeruginosa. Entretanto, as fragoes de éter de petroleo e
diclorometano ndo formaram halo de inibicdo (Figura 4). O EMB e a fragdo butanodlica
apresentaram maior halo de inibicdo que o padrio tetraciclina. Esse resultado ja era esperado,
uma vez que P. aeruginosa ¢ um organismo que apresenta resisténcia intermedidria a esse
antibiotico, o qual foi utilizado neste experimento devido a indisponibilidade de um outro
antimicrobiano que seja eficaz na inibi¢do do crescimento dessa bactéria.

O resultado da analise de variancia, entre os tipos de materiais vegetais utilizados nos
testes, demonstrou que ndo houve diferenca entre os halos de inibicdo formados pelos dois
tipos de material vegetal utilizado (seco e fresco) (ANOVA, P= 0,06002), tanto para
P.aeruginosa quanto para S. aureus.

Nao houve diferenca entre os halos formados pela tetraciclina, tanto em relagdo ao
material vegetal, quanto ao método de difusao (Figura 4). Quanto ao material vegetal (fresco e
seco), ja se esperava que o diametro do halo desse antibidtico ndo variasse, uma vez que nao
havia qualquer diferenca entre os antibidticos usados como controle nesse teste. O controle
negativo (Dimetilsulféxido) ndo apresentou halo de inibicdo em nenhum dos testes realizados
(Figura 4).

A fragdo de acetato de etila apresentou maior sensibilidade a variante pogo do método

de difusdo em agar, para ambos os tipos de material vegetal (Figura 4A e 4B). Ja a fracdo
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butanoélica apresentou maior halo de inibicdo com a variante disco, somente com o material
fresco (Figura 4A). O EMB também apresentou maior halo de inibicdo com a variante disco,

mas somente com o material vegetal seco (Figura 4B).
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Figura 4: Medidas do didmetro do halo de inibi¢ao do crescimento de Pseudomonas aeruginosa em fungdo das
fragdes semipuras e dos controles positivo (tetraciclina) e negativo (DMSO). (A) P. aeruginosa + material
vegetal fresco; (B) P. aeruginosa + material vegetal seco.

Os resultados dos testes antibacterianos de difusdo em éagar com Staphylococcus
aureus, expressos por meio da medida do didmetro dos halos de inibi¢do do extrato bruto

(EMB), das fragdes e dos controles sdo apresentados na Figura 5 e ilustrados na Figura 6.
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Figura 5: Medidas do diametro do halo de inibi¢do do crescimento de Staphylococcus aureus em fungdo das
fragcdes semipuras e dos controles positivo (cloranfenicol) e negativo (DMSO). (A) Staphylococcus aureus +
material vegetal fresco; (B) Staphylococcus aureus + material vegetal seco.

De modo geral, todas as fragdes formaram halo de inibicdo do crescimento de

Staphylococcus aureus (Figura 5). Esse resultado sugere que mais de uma substincia seja

responsavel pela inibicdo do crescimento de S.aureus no extrato de P.guineense, podendo

haver, inclusive, sinergismo na atuacdo dessas substancias. Isso pode explicar a alta

resisténcia a doengas e pragas, apresentada por essa espécie de planta (RASEIRA e

RASEIRA, 1994). Entretanto nenhuma fragdo forneceu medida de halo de inibig¢do igual ou

maior ao do controle positivo.
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O controle positivo, cloranfenicol, apresentou inibicdo conforme esperado, frente ao
S.aureus. Diferente da tetraciclina, usada no teste com P. aeruginosa, o cloranfenicol
apresentou diferenca nos diametros dos halos de inibi¢do entre as variantes disco e pogo. O
controle negativo, DMSO, ndo apresentou halo de inibicdo em nenhum dos testes realizados.

A fracdo de éter de petroleo foi a que apresentou maior atividade (Figura 5A e 5B)
contra S. aureus, inclusive maior que o extrato bruto (EMB). Isso ocorreu provavelmente
porque a fracdo, apesar de ainda apresentar-se complexa em relagdo a pureza dos materiais
que contém, possui uma gama de compostos menor que o extrato bruto, reduzindo assim as
variaveis que poderiam afetar a capacidade de difusdo dos compostos antimicrobianos no
meio de cultura. Observa-se ainda que a fragdo de éter de petroleo apresentou melhor difusdo
em poco.

Com o material vegetal fresco, a fracdo de acetato de etila apresentou maior
sensibilidade a variante pogo, enquanto na fragdo butanolica a variante disco apresentou maior
halo (Figura 5). Quanto a fracdo de diclorometano, ndo se observou formacdo de halo na

variante disco; e mesmo na variante poco, o didmetro do halo formado foi muito pequeno (10

Figura 6: Testes antibacterianos de difusdo em agar, variante disco (esquerda) e variante pogo (direita),
realizados com Pseudomonas aeruginosa (acima) e Staphylococcus aureus (abaixo), em que foram utilizados
extrato bruto e fragdes, oriundos do material vegetal seco de P. guineense. Nas quatro ilustragdes, no sentido
horario tem-se: (-) = controle negativo; M = EMB; E = éter de petroleo; D = dicloromentano; A = acetato de
etila; B = butanol; e no meio (+) = controle positivo.

Observa-se, tanto nos testes realizados com P.aeruginosa quanto com S.aureus, uma

tendéncia dos compostos presentes nas fragdes (de natureza apolar) de éter de petrdleo e
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diclorometano se difundirem melhor em pocos. Entretanto, como as fragdes trabalhadas
apresentam-se ainda bastante complexas, contendo varias classes de compostos, pode ser
precipitada a afirmacdo de que a variante po¢o do método de difusdo em agar apresente maior
sensibilidade para os compostos apolares, pois a fracdo de acetato de etila, que possui
compostos com polaridade relativamente maior, também difundiu melhor em poco.

Testes antimicrobianos com extratos, fragdes e compostos puros, realizados por
VALGAS et al. (2007), apontaram argumentos a favor do uso preferencial da variante poco
na triagem de produtos naturais com atividade antibacteriana. Segundo os autores, na variante
poco, a presenca de matéria suspensa na amostra a ser testada apresenta menor interferéncia
com a difusdo da substancia antimicrobiana em agar que no disco de papel.

No teste de difusdo em agar, em geral, ocorre a formagdo de um gradiente de
concentragdes da substancia antimicrobiana, uma vez que o agente antimicrobiano difunde
radialmente no meio de cultura. A concentracdo da droga diminui com o aumento da distancia
do disco ou pogo. Em um ponto critico, a quantidade da droga em um local especifico no
meio ¢ incapaz de inibir o crescimento do organismo teste, e uma zona de inibicdo ¢ formada.
A maior vantagem da variante disco em relacdo ao pogo ¢ a sua padronizacdo e por seu
desempenho ser continuamente atualizado pelo NCCLS (MAHON e MANUSELIS JR, 1995),
diferente da variante pogo que consiste em um processo mais artesanal.

As variagdes na atividade antimicrobiana apresentada por extratos de plantas podem
ser atribuidas a varios fatores. Dentre eles ¢ possivel citar a técnica aplicada, o microrganismo
e a cepa utilizada no teste, a origem da planta, a época da coleta, se os extratos foram
preparados a partir de plantas frescas ou secas e a quantidade de extrato testada (OSTROSKY
et al., 2008). No presente trabalho, observou-se que a técnica aplicada e o microrganismo
utilizado no teste realmente influenciaram nos resultados dos testes antibacterianos; mas o
mesmo nao foi observado com o tipo de material vegetal utilizado na preparagao dos extratos.

Mas independente de variagdes, todas as fracdes de P. guineense apresentaram
atividade antibacteriana. O resultado sugere que mais de uma substancia presente no extrato
dessa planta inibe o crescimento bacteriano. Esses resultados demonstram um grande
potencial de P. guineense como fonte promissora de substancias com propriedades
antibacterianas. Ao avaliar a atividade antibacteriana de Psidium guineense frente a
Streptococcus mutans, GONZALEZ et al. (2005) comprovaram as potencialidades
antibacterianas do extrato bruto e das fragdes de éter de petrdleo, diclorometano, acetato de

etila e aquosa da casca e da polpa do fruto dessa espécie.
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Estudos realizados com Psidium guajava (goiabeira) e Eugenia uniflora (pitangueira),
ambas pertencentes a familia Myrtaceae, demonstraram que extratos das folhas dessas plantas
apresentam vdrias atividades farmacologicas, tais como antiinflamatéria, antimicrobiana,
antimalarica, hipoglicemiante, antiespasmodica e antioxidante (GUTIERREZ et al., 2008;
SHAPOVAL et al., 1994). Psidium guajava, a espécie mais estudada e conhecida do género
Psidium, demonstrou atividade antimicrobiana contra Staphylococcus aureus e
Staphylococcus epidermidis em seus frutos (IHA et al., 2008) e contra varias leveduras do
género Candida, nas folhas (ALVES et al., 2006). Extratos hidroalcodlicos de folhas e caules
de Psidium guajava inibiram o crescimento de 10 bactérias gram-negativas, entre elas
Salmonella spp. e Proteus spp. (CARVALHO et al., 2002).

GONCALVES et al. (2005) demonstraram alta atividade antibacteriana de Eugenia
uniflora contra Escherichia coli, Streptococcus pyogenes, Providencia spp., Proteus
mirabilis, Shigella sonnei, Staphylococcus aureus e Staphylococcus spp. coagulase negativo.
HOLETZ et al. (2002) demonstraram a atividade de Eugenia uniflora contra Staphylococcus
aureus, Bacillus cereus, Escherichia coli, Candida albicans e Pseudomonas aeruginosa.

A atividade antimicrobiana exibida por essas plantas da familia Myrtaceae esta
relacionada ao seu alto contetdo de 6leos essenciais e compostos fenolicos, como os taninos
(GUTIERREZ, 2008; ALVES et al., 2006). O fato de fracdes do extrato de P.guineense com
polaridades maiores, como o butanol, ou mesmo o acetato de etila, apresentarem atividade
antibacteriana permite sugerir que compostos polares como os taninos, podem estar

envolvidos nessa capacidade de inibi¢cdo do crescimento bacteriano, exibida pela planta.
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3.4. Conclusoes

As fragdes obtidas por meio de lavagens sucessivas do extrato metanolico das folhas
de Psidium guineense com éter de petroleo, diclorometano, acetato de etila e n-butanol,
apresentam atividade antibacteriana. Portanto, em tal extrato deve haver mais de uma
substancia ativa contra bactérias. O crescimento de Staphylococcus aureus ¢ inibido
principalmente por compostos de natureza apolar presentes na fracdo de éter de petrdleo. Ja
contra Pseudomonas aeruginosa, somente as fragdes de acetato de etila e butanol, que
possuem compostos de natureza mais polar, apresentam atividade inibitéria. O tipo de
material vegetal (seco ou fresco), utilizado na extragdo dos compostos que inibem o
crescimento das duas cepas, ndo afeta o didmetro do halo de inibicdo. Quanto ao método de
difusdo em agar, os resultados obtidos ndo permitem afirmar uma tendéncia de difusdo dos
compostos de acordo com sua polaridade, tendo em vista a complexidades das amostras
trabalhadas. Independente de variagdes nos métodos, todas as fracdes de P. guineense
apresentam atividade antibacteriana, demonstrando as potencialidades dessa espécie quanto
ao fornecimento de moléculas com propriedades antibacterianas. O fato de fragdes com
polaridades maiores também apresentarem atividade antibacteriana permite sugerir que
compostos polares como os taninos, podem estar entre as substancias presentes na planta que

apresentam esse potencial.
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4 CAPITULO 2 - Isolamento, quantificacio e avaliacdo da atividade antibacteriana de

taninos de Psidium guineense Sw. (Myrtaceae)

4.1 Introducao

O termo tanino foi o nome dado a infusdo de cascas de arvores, como o carvalho € a
castanheira, com a qual as peles dos animais eram tratadas para obtencdo de couros maleaveis
e de grande durabilidade. A capacidade de curtir couros deve-se a habilidade destes
compostos em combinar-se as moléculas de colageno da pele dos animais, aumentando sua
resisténcia ao calor, a 4gua e aos microrganismos (QUEIROZ et al., 2002; MONTEIRO et al.,
2005).

A defini¢do dos taninos tem sido historicamente associada a sua habilidade de
precipitar proteinas (ZUCKER, 1983). Apesar de apresentarem uso extensivo e longamente
estabelecido, a definicdo exata desses constituintes vegetais ndo ¢ simples. Bate-Smith e
Swain, em 1962, definiram os taninos como "compostos fenolicos soliveis em 4gua, com
peso molecular entre 500 ¢ 3.000 Daltons e que, por meio de reagdes fenolicas usuais, tém a
propriedade de precipitar alcaldides, gelatinas e outras proteinas". Entretanto, essa defini¢cdo
ndo inclui todos os tipos de taninos, uma vez que, mais recentemente, moléculas com massa
molar acima de 20000 Daltons foram isoladas (KHANBABAEE e REE , 2001).

De uma forma mais simples, pode-se dizer que os taninos sdao substancias com sabor
adstringente, que apresentam a capacidade de curtir o couro. Tais compostos sdo responsaveis
pela adstringéncia de muitos frutos e produtos vegetais, devido a precipitagdo de
glicoproteinas salivares, o que ocasiona a perda do poder lubrificante da mucosa bucal
(MONTEIRO et al., 2005).

Tradicionalmente os taninos s3o classificados em condensados e hidrolisaveis. Os
taninos condensados, formados pela polimerizacdo de unidades de flavonodides, podem
freqlientemente ser hidrolisados a antocianidinas por tratamento com acidos fortes, e por isso,
sdo também denominados proantocianidinas. Os taninos hidrolisaveis sdo polimeros
heterogéneos que contém acido galico e aglicares simples. Eles sdo menores que os taninos
condensados, e podem ser hidrolisados mais facilmente, sendo necessario somente acido
diluido (SANTOS e MELLO, 1999).

Os taninos hidrolisaveis, formados a partir da via Chiquimato (MONTEIRO et al.,
2005), sdo caracterizados por um poliol central, geralmente 3-D- glicose, cujas hidroxilas sdo

esterificadas com acido galico (Figura 7) (SANTOS e MELLO, 1999). Essa classe de taninos
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¢ dividida em dois grupos, os galotaninos e os elagitaninos. Os galotaninos, relativamente
raros na natureza, resultam da unido entre unidades de acido galico via ligagdes denominadas
meta-depsidicas (MUELLER-HARVEY, 2001). Os elagitaninos possuem um ou dois
residuos de hexa-hidroxi-difenoil-D-glicose (HHDP) de configuracao (R) ou (S), os quais sdo
obtidos pelo acoplamento oxidativo C-C entre dois residuos de acido gélico espacialmente
adjacentes. A subdivisdo dos taninos hidrolisaveis ¢ usualmente feita com base nos acidos
fenolicos liberados por hidrodlise. Os taninos que liberam somente acido galico sdo definidos
como galotaninos e aqueles que liberam hexa-hidroxi-difenoil-D-glicose (acido elagico) sdo

chamados elagitaninos (SANTOS e MELLO, 1999).
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Figura 7: Pentagalloylglucose - Precursor de galotaninos e elagitaninos
Fonte: SANTOS e MELLO (1999)

Largamente encontrados no reino vegetal, os taninos condensados ou
proantocianidinas sdo oligdmeros e polimeros formados pela condensacdo de unidades de
flavan-3-ol e/ou flavan-3,4-diol, produtos do metabolismo do Fenilpropanol (DE BRUYNE et
al., 1999a; SCHOFIELD et al., 2001). Esta classe de taninos apresenta uma rica diversidade
estrutural, resultante de padrdes de substituigdes entre unidades flavanicas, da diversidade de
posicdes entre suas ligacdes e da estereoquimica de seus compostos (MONTEIRO et al.,
2005). O mondmero catequina (Figura 8) tem centros assimétricos nas posicoes 2 ¢ 3 no anel
C. R2 ¢ um grupamento OH, algumas vezes esterificado para acido galico. Conforme a
presenca ou auséncia de hidroxila na posi¢do C-5 do anel A de seu mondmero, os taninos
condensados podem ser divididos em procianidinas ¢ prodelfinidinas. Um aumento na razao
prodelfinidina/procianidina em taninos condensados aumenta a habilidade destes compostos

formarem complexos com proteinas (SCHOFIELD et al., 2001).

30



Figura 8: Catequina - mondmero basico dos taninos condensados
Fonte: SCHOFIELD et al. (2001)

Portanto, a estrutura quimica apresentada pelos taninos esta intimamente relacionada a
suas propriedades bioldgicas. Os multiplos grupos hidroxi-fendlicos apesentados pelos
taninos condensados, por exemplo, levam a formagdo de complexos com proteinas, com ions
metalicos e com outras macromoléculas, como os polissacarideos (HAGERMAN et al., 1998;
(SCALBERT, 1991). Além disso, a presenca de ésteres de acido galico nestes compostos
pode mudar significativamente suas propriedades biologicas (SCHOFIELD et al., 2001).

Por serem fendlicos, os taninos sdo muito reativos quimicamente. Estes compostos
formam pontes de hidrogénio, intra e intermoleculares e sdo facilmente oxidaveis, tanto
através de enzimas vegetais especificas quanto por influéncia de metais, como cloreto férrico,
0 que ocasiona o escurecimento de suas solugdes. Sua capacidade de fomar complexos com
macromoléculas, tais como as proteinas, ¢ a base tanto para suas propriedades ecologicas de
controle de insetos, fungos e bactérias quanto para suas atividades farmacologicas (SANTOS
e MELLO, 1999).

Os complexos formados entre taninos e proteinas podem ser reversiveis ou
irreversiveis. Os reversiveis sdo estabelecidos via pontes de hidrogénio e interacdes
hidrofébicas, enquanto que os irreversiveis ocorrem em condi¢cdes oxidativas via ligacdes
covalentes. As pontes de hidrogénio sdo provavelmente formadas entre as hidroxilas fendlicas
dos taninos e os grupamentos amida das proteinas. As interagdes hidrofobicas ocorrem entre
os nucleos aromaticos dos taninos e¢ as cadeias laterais alifaticas ou aromaticas dos anéis
aromaticos protéicos. Os complexos irreversiveis entre taninos e proteinas ocorrem na planta
quando seus tecidos sdo danificados, por auto-oxidacdo ou oxidagdo catalisada por enzimas.
Em ambos os casos, os fendis sdao transformados em quinonas, moléculas eletrofilicas,
altamente reativas, que rapidametne reagem com grupos nucleofilicos — NH2 — e SH das
proteinas, formando ligacdes covalentes (SANTOS e MELLO, 1999). A capacidade dos

taninos de se complexarem com as proteinas varia conforme a estrutura quimica dos taninos
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(nimero de grupos galoil e hidroxilas fenodlicas) e das proteinas (conformacdo e tamanho do
polimero) (KAWAMOTO et al., 2006).

A maioria dos compostos fenolicos ndo ¢ encontrada no estado livre na natureza, mas
sob forma de ésteres ou de heterosideos, sendo, portanto, soluveis em agua e em solventes
organicos polares, como alcool e glicerol (SANTOS e MELLO, 1999). Nas plantas, os taninos
encontram-se acompanhados de substincias polifenolicas como os flavonoides, as
leucoantocianidinas, as catequinas e os acidos fendlicos, entre eles os acidos galico, acido
clorogénico e outros. Estes compostos, de pesos moleculares relativamente baixos, ndo sdo
considerados taninos; todavia atribuiram ja, a varios deles, o papel de precursores (COSTA,
2002).

Os compostos fendlicos estdo ampla e heterogeneamente distribuidos nas plantas
vasculares. Enquanto as proantocianidinas ocorrem amplamente em Gymnospermae ¢
Angiospermae, principalmente em plantas lenhosas, os taninos hidrolisdveis estdo quase
restritos as Choriptalae das dicotiledoneas e ndo sao encontrados nas Simpetalac (SANTOS ¢
MELLO, 1999; DE BRUYNE et al., 1999b). Algumas espécies vegetais produzem galo ou
elagitaninos, enquanto outras produzem misturas complexas contendo galo, elagitaninos e
taninos condensados (MUELLER-HARVEY, 2001). Entretanto, os taninos eldgicos sdo muito
mais frequente que os galicos (MONTEIRO et al., 2005).

Os taninos podem apresentar efeitos diversos nas plantas, inclusive contrarios, tais
como deterréncia, estimulo da alimentagdo, inibicdo da digestdo, estimulo da digestdo,
toxicidade e regulacdo do ciclo do nitrogénio. Dessa forma, o tipo e magnitude de seus efeitos
variam com a situagdo e o organismo. Os fenolicos requerem oxidacdo para a maioria de suas
atividades ecoldgicas; assim a variag@o na atividade desses compostos resulta da variacdo das
condicdes oxidativas (APPEL, 1993).

Entretanto os taninos sdo mais conhecidos por seu papel biologico de defesa quimica
dos vegetais contra o ataque de herbivoros e a infeccdo por microrganismos patogénicos
(SCALBERT, 1991; ZUCKER, 1983). Os taninos sdo considerados defesa quantitativa das
plantas, uma vez que seus efeitos de protegdo contra predadores dependem de sua
concentragdo nos tecidos da planta (MILA et al., 1996).

Os taninos, combinados com algumas proteinas presentes em frutos, folhas ou outros
orgdos da planta, tornam os tecidos destes oOrgdos fortemente resistentes a putrefacdo
(MONTEIRO et al., 2005). Folhas com elevado conteudo de taninos condensados, por
exemplo, demonstraram decompor lentamente em ecossistemas aquatico e terrestre (HAASE

e WANTZEN, 2008).
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Plantas ricas em taninos sdo empregadas na medicina tradicional no tratamento de
diversas moléstias, tais como diarréias, hipertensdo arterial, reumatismo, hemorragias, feridas,
queimaduras, problemas estomacais, renais e do sistema urinario, e processos inflamatorios
em geral (HASLAM, 1996; DE BRUYNE ef al., 1999a). Para tratar feridas, queimaduras e
inflamagdes, o poder antisséptico dos taninos pode ser explicado por sua capacidade de
precipitar as proteinas das células superficiais das mucosas e dos tecidos, formando uma capa
protetora (complexo tanino-proteina e/ou polissacarideo) sobre a pele ou mucosa danificada,
impedindo, assim, o desenvolvimento de microrganismos (HASLAM, 1996).

Na Asia, os extratos de plantas ricos em taninos sio usados contra diarréia, como
diuréticos, contra tumores estomacais ¢ duodenais, como antiinflamatorio, antisséptico e
hemostatico (YOSHIDA et al., 1991). A ingestao de ché verde e de dietas ricas em frutas que
contém taninos tem sido associada com atividade anticarcinogénica (CHUNG et al., 1998).

O conhecimento do papel de defesa das plantas pelos taninos, bem como o uso de
plantas ricas nestes compostos na medicina tradicional, t€ém atraido o interesse cientifico por
essas substancias, especialmente devido a incidéncia aumentada de doengas tais como AIDS ¢
varios tipos de cancer. Durante os ultimos vinte anos muitos compostos representativos dessa
classe de metabolitos t€ém sido isolados e caracterizados (KHANBABAEE e REE, 2001).
Testes bioldgicos extensivos realizados com extratos ricos em taninos ou com taninos puros
tém identificado diversas atividades biologicas dessa classe de substancias, tais como agdo
bactericida e fungicida, antiinflamatoria, cicatrizante, antiviral, antitumoral, estimulante de
células fagocitaria e antidiarréica (MELLO et al., 1996, SCALBERT, 1991; HASLAM, 1996;
KHANBABAEE e REE, 2001). Entretanto, agdes negativas desses compostos também ja
foram documentadas, como carcinogenicidade e toxicidade hepatica (CHUNG et al., 1998).

Acredita-se que as atividades farmacolodgicas dos taninos sao devidas, pelo menos em
parte, a trés caracteristicas gerais que sdo comuns, €m maior ou menor grau, aos taninos
condensados e hidrolisaveis: 1) complexagdo com ions metalicos (ferro, manganés, vanadio,
cobre, aluminio, célcio, entre outros); 2) atividade antioxidante e seqiiestradora de radicais
livres; e 3) habilidade de complexar com macromoléculas tais como proteinas e
polisssacarideos (HASLAM, 1996; DE BRUYNE et al., 1999b, SCHOFIELD et al., 2001).

Por proteger os vegetais contra infec¢do microbiana, os taninos podem atuar como
agentes antimicrobianos naturais (SCALBERT, 1991; CHUNG et al., 1998). Segundo
SANTOS e MELLO (1999), o mecanismo de agdo antimicrobiano apresentado por estes
compostos envolve inibigao de enzimas e/ou a complexacdo com substratos dessas enzimas,

acdo sobre as membranas celulares dos microrganisnmos, e ainda, a complexacdo com ions
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metalicos, diminuindo assim a disponibilidade destes elementos essenciais para o
metabolismo dos microrganismos (SANTOS e MELLO, 1999).

O efeito inibitoério das diferentes classes de taninos contra varios microrganismos tem
sido amplamente estudado e reconhecido. Em 1986, KAKIUCHI et al. examinaram varios
medicamentos tradicionais chineses para atividade antimicrobiana contra Streptococcus
mutans e obsevaram que extratos ricos em galotaninos inibiram a aderéncia de S. mutans a
superficies lisas, devido a acdo anti-glicosiltransferase (anti-GTF) desses compostos. Em
1990, HATTORI et al. também denotaram uma potente atividade anti-GTF em
proantocianidinas. Em 1996, SAKANAKA et al. relataram a atuago de polifenois na inibigéo
do crescimento e aderéncia celular de bactérias orais Porphyromonas gingivalis, responsavel
pela maioria dos casos de periodontites agudas.

TAKECHI et al. (1985) investigaram a relagcdo entre atividade anti-herpética e as
estruturas dos taninos. As atividades de taninos hidrolisaveis foram dependentes do numero
de grupos galoil ou hexahidroxidifenol, enquanto a dos taninos condensados aumentaram com
o grau de condensacdo. KAKIUCHI et al. (1991) apontaram os elagitaninos e varios taninos
condensados como potenciais inibidores da enzima transcriptase reversa. O efeito inibitdrio
apresentado por estes compostos ¢ devido a prevengao de formagdo do complexo enzima-
acido nucléico.

KUMAR e VAITHIYANATHAN (1990) propuseram que os taninos inibem
diretamente a funcdo microbiana do ramen, por complexar com o envelope das células
bacterianas, ou indiretamente, por reduzir a disponibilidade de nitrogénio e enxofre de
proteinas para uso microbiano. Ambos reduzem a taxa de degradacdo de fibras no rumen.

CHUNG et al. (1998) avaliaram o efeito inibitério de &cido tanico e outros produtos
relacionados sobre o crescimento de bactérias isoladas no intestino humano. Acido tanico,
galatopropil e galatometil (estéres de acido gélico) inibiram o crescimento de todas as
bactérias intestinais (Bactetroides fragilis, Clostridium clostridiiforme, C. perfringens, C.
paraputrificum, Escherichia coli, Enterobacter cloacae, Salmonella typhimurium) testadas,
exceto de bactérias do acido latico (Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium infantis).

Tendo em vista os resultados obtidos no primeiro capitulo deste trabalho, bem como
os varios estudos citados sobre o efeito inibitorio dos taninos sobre os microrganismos, o
segundo capitulo objetivou isolar, quantificar e avaliar a atividade antibacteriana de taninos de

Psidium guineense.
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4.2 Material e Métodos

4.2.1 Coleta do material botanico

Folhas de Psidium guineense (Figura 9) foram coletadas aleatoriamente de 10
individuos, no municipio de Glaucilandia, localizado ao norte do estado de Minas Gerais
(coordenadas 16°51'00"S e 43°41'49"W), no més de Agosto de 2008. A maior parte das folhas
coletadas era jovem, uma vez que a coleta foi realizada logo apos o periodo de queda das
folhas.

Figura 9: Folhas de Psidium guineense coletadas no municipio de Glaucilandia (norte
de Minas Gerais).

O material botanico coletado foi tratado segundo técnicas usuais de identificacdo e
herborizagdo (FIDALGO e BONONI, 1984), depositado no Herbario Montes Claros da
Universidade Estadual de Montes Claros com o numero de registro 606, e transportado em
sacos plasticos para o Laboratério de Métodos Analiticos em Biologia da Universidade

Estadual de Montes Claros, para realizagdo das analises.

4.2.2 Isolamento de taninos

Como no capitulo anterior, o material botanico coletado foi submetido a dois tipos de
tratamento pré-extracdo e todos os procedimentos de extra¢do e isolamento dos taninos foram
realizados em triplicata. Quantidades iguais de folhas coletadas de cada individuo foram

misturadas na extragdo.
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4.2.2.1 Extracao

Como esquematizado na Figura 10, vinte gramas de massa seca dos materiais obtidos
nos dois tratamentos pré-extracdo foram suspensos, separadamente, em 100 mL de acetona
70% (contendo 0,1% de acido ascorbico, para prevenir oxidagdo) e agitados por 1 hora. Apos
centrifugacdo a 11.000 rpm por 10 min, o residuo insolivel foi re-extraido quatro vezes com o
mesmo solvente, para cada tratamento. Seguiu-se entdo a evaporagdo da acetona dos extratos
combinados em evaporador rotatdrio, sob vacuo, a 30°C e eliminag@o por filtragdo de acidos
graxos e clorofila que precipitaram na agua (SALMINEN et al, 1999). Os extratos foram
filtrados em uma fina camada de 13 de vidro, concentrados em estufa de circulagdo de ar a
30°C até reduzir o volume ao maximo possivel. As amostras concentradas foram diluidas em
etanol 95% na propor¢do 1:1 e centrifugadas a 11.000 rpm para remover materiais insoluveis.

Até o momento de sua aplicagc@o na coluna, as amostras foram estocadas em ambiente escuro,

a 4°C.
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Figura 10: Fluxograma de preparacdo do extrato bruto (acetona 70%).
4.2.2.2 Método A

Este método foi proposto por Asquith e Butler, em 1985, para isolamento de fragdes
ricas em taninos condensados (HAGERMAN, 2002). Como ilustrado na Figura 11, as
amostras aquosas resultantes do processo de extracdo (de material seco e fresco), dissolvidas
em etanol 95%, foram aplicadas, separadamente, a uma coluna de Sephadex LH-20 (3 cm x
30 cm), equilibrada com etanol 95%. O sephadex LH-20 foi lavado com etanol 95% com uma
taxa de fluxo de ImL/min. Fragdes de 10 ml foram coletadas para leitura de absorbancia em

280 nm até que esta ficasse proxima de zero. O etanol usado na lavagem foi descartado, apds
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calculo do rendimento das fragdes reunidas. A coluna foi entdo eluida com acetona aquosa
50% em uma taxa de fluxo de 1 mL/min até o Sephadex voltar a cor caracteristica (branco) e
o eluato tornar-se menos colorido. Fracdes de 4 mL foram coletadas, e a absorbancia em 435
nm foi determinada (WANG e LEE, 1996). Dois mililitros de cada fracdo foram separados
para analise da presenc¢a de taninos pelo teste de precipitacdo de gelatina, como descrito por
COSTA (2002). As fragdes positivas para taninos foram reunidas. A acetona foi
completamente removida das fragdes combinadas por meio de evaporacdo sob pressdo
reduzida a 30°C. A amostra aquosa foi extraida trés vezes com volume igual de acetato de
etila e a fase organica (superior) foi descartada. Apos a terceira extragdo, os tragos de acetato
de etila que permaneceram na fracdo aquosa foram removidos em estufa de circulacdo de ar a
30°C. A amostra aquosa foi entdo congelada e liofilizada, por 72 horas, formando um poé
marrom ¢ macio que foi estocado em freezer eletronico 280 Frost Free (-18°C) ao abrigo da
luz. A liofilizacdo foi realizada no Laboratorio de Tecnologia de Vacinas da empresa Vallée
S.A.. A atividade antibacteriana das fragdes reunidas foi avaliada. O produto do isolamento

foi quantificado pelo método de difusao radial.

4.2.2.3 Método B

Este método foi proposto por Hagerman e Klucher, em 1986, com vistas ao isolamento
de misturas ricas em ésteres de acido galico e glicose (HAGERMAN, 2002). Como ilustrado
na Figura 11, as amostras aquosas, resultantes do processo de extracdo (do material seco e
fresco), dissolvidas em etanol 95% foram aplicadas em coluna de Sephadex LH-20 (40 cm x 3
cm), equilibrada com etanol 95%. O gel de Sephadex foi lavado com etanol 95% em uma taxa
de fluxo de 0,5 mL/min e fragcdes de 10 mL foram coletadas até que a leitura em 280 nm
ficasse proxima de zero. O etanol usado na lavagem foi descartado, apds célculo do
rendimento das fra¢des reunidas. Os taninos foram entdo eluidos do gel com acetona 50%
contendo acido ascorbico 0,001 M para prevenir oxidagdo. Fragdes de 4 mL foram coletadas, e
a absorbancia em 435 nm foi determinada (WANG e LEE, 1996). Dois mililitros de cada
fragdo foram separados para andlise da presenca de taninos pelo teste de precipitagdo de
gelatina, como descrito por COSTA (2002). As fragdes positivas para taninos foram reunidas.
A acetona foi completamente removida das fragdes combinadas por meio de evaporagdo sob
pressao reduzida a 30°C. A amostra aquosa foi congelada, liofilizada por 72 horas, ¢ estocada
em freezer eletrénico 280 Frost Free (-18°C), ao abrigo da luz. A liofilizagdo foi realizada no

Laboratério de Tecnologia de Vacinas da empresa Vallée S.A.. A atividade antibacteriana das
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fragdes reunidas foi avaliada. O produto do isolamento foi quantificado pelo método de

difusdo radial.

Materiais fresco e seco
1

Método A - Asquith e Métndn B- Hagemman &
Butler (19835) Ehecher {1984)

1 mbiin 0,5 mL /mm

1l 1l

Fragdes :cc'lnn:r |::" {‘.‘1:' Fragdes acetona

rennidas reunidas
Teste de precpitagio
de gelating
N
Lavagem com
acetato de otila
| Cruantificasio | | Atividade antibacteriana |

Figura 11: Esquema dos dois métodos de isolamento A e B, com demonstragdo da diferenca existente entre

ambos.

4.2.3 Determinacio do rendimento do extrato bruto e das fracoes eluidas das colunas

Para determinac¢do do rendimento do extrato bruto (acetona 70%) obtido, dividiu-se a
massa final do extrato seco em gramas pela massa inicial do material vegetal utilizado na
extracdo (massa seca) em gramas. O resultado da divisao foi multiplicado por 100.

Para determinagdo da porcentagem de material recuperado das amostras aplicadas nas
colunas, dividiu-se a massa seca em gramas das fracdes eluidas das colunas (com etanol e
com acetona) pela massa seca da amostra de extrato bruto aplicada a coluna, e multiplicou-se
o resultado por 100. Para o célculo do rendimento total das fracdes eluidas com acetona 50%

no método A, somou-se o rendimento da amostra aquosa com a amostra de acetato de etila.
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4.2.4. Quantificacido de taninos totais

Para o doseamento de taninos totais sdo empregados métodos que utilizam a
propriedade dessa classe de substincias de precipitar proteinas (SANTOS e MELLO, 1999).
No presente trabalho, a concentracdo de taninos totais presentes nas fragcdes combinadas de
acetona 50% foi determinada pelo método de difusdo radial em gel de agarose
(HAGERMAN, 1987) e para isso Smg das amostras liofilizadas foram dissolvidas em 100 pL.
de metanol 50%.

A fim de se comparar o teor de taninos no produto do isolamento com o teor de
taninos no extrato bruto, foi realizada extragdo, segundo HAGERMAN (1987), do material
vegetal submetido aos dois tipos de tratamento pré-extracdo. Foram adicionados 200 mg de
massa seca do po seco e fresco de folhas, separadamente, a 1 mL de metanol 50%. Os taninos
do material vegetal foram extraidos por uma hora em temperatura ambiente e logo apos as
misturas foram agitadas por 3 minutos e centrifugadas a 11.000 rpm por 15 minutos. O
sobrenadante foi utilizado no teste de difusdo radial descrito a seguir. Todos os procedimentos

para quantificag@o dos taninos foram realizados em triplicata.

4.2.4.1 Método de difusao radial

No gel, previamente preparado, conforme HAGERMAN (1987), foram realizadas
perfura¢des com auxilio de cilindro de 2,8 mm de diametro. A cada poco formado, foram
acrescentados 20 pL do sobrenadante oriundo da extragdo ou da amostra liofilizada dissolvida
em metanol. Neste teste o tanino difunde-se através do gel contendo proteina, e o precipitado
visivel, no disco formado, desenvolve-se porque os taninos interagem com as proteinas do
gel. A area do disco ¢ linearmente relacionada a quantidade de taninos colocada no pogo.
Apos 96 horas de incubagao a 30°C, os didmetros dos anéis foram medidos, em milimetros. A
quantidade de taninos precipitados foi determinada a partir de curva de calibragdo de acido
tanico. Para quantificacdo dos taninos do extrato bruto utilizou-se uma curva com
concentragdes menores de acido tanico (1, 2, 3, 4 ¢ 5 mg/mL), enquanto para o doseamento de
taninos das amostras liofilizadas outra curva foi utilizada com concentragdes de 5; 7,5; 10;
12,5 e 15 mg/mL. Os dados foram apresentados como uma érea de precipitado tanino-proteina

em cm” por grama de massa seca de folha (OSSIPOV et al., 1997).
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4.2.5 Atividade Antibacteriana

Como no capitulo anterior foram utilizados nos testes de atividade antibacteriana as
duas variantes do método de difusdo em agar (disco e poco). As amostras liofilizadas de
taninos, obtidas por meio dos dois métodos de isolamento, foram dissolvidas em DMSO de
modo que se obtivesse uma concentracao final de 14 mg/mL para o teste em poco, e 70
mg/mL para o teste em disco. Todos os procedimentos para avaliagdo da atividade
antibacteriana das amostras de taninos foram realizados em triplicata.

Os testes de inibicdo do crescimento bacteriano foram realizados com as bactérias
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853). Cepas
padrdo semeadas em agar BHI-Infuso-cérebro-coracdo (Biobras) com 6leo mineral (Ideal)
foram repicadas em agar Miiller-Hinton (Biobras) e incubadas por 24 horas em estufa a 35 °C.
A partir de culturas recentes, foram preparadas suspensdes bacterianas em solucdo salina
NaCl 0,98% com turvagio equivalente a Escala de McFarland 0,5 (1x10® células/mL)
(NCCLS, 2003).

4.2.5.1 Difusio em agar - Variante Poco

As suspensoes bacterianas foram semeadas com auxilio de swab estéril em placas de
petri contendo 70 mL de 4gar Miiller-Hinton. A perfuragdo dos pocos no meio solido foi
realizada com auxilio de cilindro de 6 mm de didmetro.

A cada pogo foram adicionados 50 pL de amostra dissolvida (fragdes e extrato bruto).
Foram utilizados 50 uL de DMSO como controle negativo. Como controle positivo, utilizou-
se 50 uL de solucdo de tetraciclina a 0,6 mg/mL para Pseudomonas aeruginosa e a mesma
concentragdo de cloranfenicol para Staphyloccus aureus. As placas foram incubadas em
estufa por 18 h a 35 °C. Apoés a incubagdo, foram medidos, em milimetros, os didmetros dos

halos de inibi¢cdo formados ao redor dos orificios (VALGAS et al., 2007).
4.2.5.2 Difusdo em Agar - Variante Disco

As suspensdes dos microrganismos-teste foram semeadas com o auxilio de swab
estéril em placas de Petri que continham agar Miieller-Hinton. O teste de difusdo em disco foi

baseado na Norma M2-A8 do NCCLS 2003.
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Foram utilizados discos Blank estéreis de 6 mm de diametro (Cecon), embebidos com
10 pL de amostra. As placas foram incubadas a 35°C durante 18 horas. Apds a incubagdo,
realizou-se a medida do halo de inibi¢dao formado em torno dos discos, em milimetros. Discos
comerciais de cloranfenicol 30pg (Laborclin) foram utilizados como controle positivo para S.
aureus. Para P. aeruginosa utilizou-se discos de tetraciclina 30ug (Laborclin). Discos

impregnados com 10 pL. de DMSO foram usados como controle negativo.

4.2.6 Analise Estatistica

Os dados foram analisados no sistema estatistico R, Versao 2.8.0 (R-CORE, 2008),
com utilizacdo de modelos lineares generalizados. O modelo adequado foi estimado a partir
da eliminacdo de variaveis ndo significativas testadas a partir do modelo completo, método
backward (CRAWLEY, 2005). Foi usada analise de varidncia (ANOVA) para examinar cada
uma das varidveis explicativas (método de isolamento, método de difusdo, material vegetal,
cepas testadas e interagdes duplas entre as variaveis) em relacdo a variavel resposta (halo de

inibicao).
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4.3. Resultados e Discussao

4.3.1 Isolamento de taninos

Na extragdo com acetona, ao contrario do que ocorreu com o metanol no capitulo
anterior, o extrato oriundo de material vegetal fresco (37,79 = 1,79%) apresentou maior
rendimento que o seco (16,97 £ 1,79%) (ANOVA, P=0,01452). HAGERMAN (1988)
confirmou o aumento significativamente superior na extracdo de taninos, tanto condensados
como hidrolisaveis, pela extragdo com acetona-agua em relacdo a metanol-agua. Apesar
dessas informagdes serem importantes, ¢ fundamental frisar que a estabilidade dos taninos em
meio acetona-aquoso € inferior do que em meio metanol-agua (SANTOS e MELLO, 1999).

Os cromatogramas da Figura 12 mostram o monitoramento das fragdes etanolicas em
280 nm e das fragcdes com acetona a 430 nm em espetrofotometro, para os métodos A,
desenvolvido por Asquith e Butler em 1985, e B, desenvolvido por Hagerman e Klucher em
1986. O gel de Sephadex LH-20 adsorve taninos em alcool e libera-os em acetona aquosa
(HAGERMAN, 2002). Como ilustrado pelos cromatogramas, observou-se durante a eluicao
com etanol 95% uma zona de absorcdo até aproximadamente 400 minutos para o método A
(Figura 12A e 12B) e até cerca de 600 minutos para o método B (Figura 12C e 12D). As
outras substancias permaneceram firmemente aderidas ao topo da coluna, até serem eluidas
com acetona 50% formando um tUnico pico nos dois métodos. O tnico pico eluido com
acetona aquosa comecou a ser registrado de 700 a 1000 minutos (Figura 12A e 12B) com o
método A e de 1300 a 2000 minutos (Figura 12C e 12D) com o método B. Essa diferen¢a no
tempo de retencdo dos picos entre os métodos se deve a diferenca de fluxo entre as colunas.
Na coluna utilizada no método A o fluxo foi de 1 mL/min, enquanto no método B foi de 0,5
mL/min.

Em todas as fragcoes de acetona 50% (que correspondem ao ultimo pico) observou-se
formacgao de precipitado com o teste de precipitagdo de gelatina. A diferenca no tamanho dos
picos dos cromatogramas se deve a diferengas nas concentragcdes das amostras aplicadas nas

colunas.
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Figura 12: Monitoramento de fracionamento de compostos fenolicos por adsor¢do em sephadex LH-20 e
eluicdo com etanol 95% (em 280 nm) seguida por acetona 50% (em 435 nm). (A) Método A, material vegetal
seco; (B) Método A, material vegetal fresco; (C) Método B, material vegetal seco; (D) Método B, material
vegetal fresco.
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Em relacdo ao rendimento das fragdes que eluiram da coluna, ndo houve diferenca
entre os dois métodos de isolamento A e B, conforme Tabela 2. Para o calculo do rendimento
das fragdes de acetona 50% do método A somou-se o rendimento da amostra aquosa com a
amostra de acetato de etila. Por esse motivo, j4 era esperado que os dois métodos nao
apresentassem diferenca em seu rendimento. A unica diferenca observada ocorreu entre os
rendimentos das amostras obtidas de material fresco e seco, tanto para as fracdes eluidas com
etanol quanto para as que eluiram com acetona. Nos dois tipos de fracdes (etanol 95% e
acetona 50%), o rendimento das amostras oriundas do extrato seco foi maior, conforme ¢

mostrado na Tabela 2.

Tabela 2: Rendimento das fragdes eluidas da coluna com etanol e com acetona, empregando-se os métodos de
isolamento A e B, para ambos os tipos de material vegetal (Fresco e Seco).

Rendimento (%) em relagdo ao extrato bruto

Fragoes Meétodo A - Fresco Meétodo A - Seco Meétodo B - Fresco Meétodo B - Seco
Etanol 95% 22,30 + 3,80 43,68 + 3,80 22,30 £ 3,80 43,68 £ 3,80
Acetona 50% 12,66 + 1,77 22,05+ 1,77 12,66 + 1,77 22,05+£1,77

Houve, portanto, recuperacdo total de aproximadamente 35% da amostra aplicada a
coluna para material fresco e de 66% para material seco. Sendo assim, apesar do extrato bruto
oriundo de material fresco ter apresentado maior rendimento, o rendimento das fracdes
eluidas das colunas ndo apresentaram o mesmo comportamento. Pelo contrario, as fragdes
oriundas de material seco apresentaram maior rendimento. Esse fato sugere que grande parte
dos componentes do extrato fresco ndo eluiram. As porcentagens obtidas por WANG e LEE
(1996) com extrato fresco de frutos de Areca catechu para as fragdes etandlicas e de acetona

foram, respectivamente, 47% e 30%, com recuperagdo total de aproximadamente 77%.

4.3.2 Quantificacdo de Taninos Totais

Os taninos sdo, por defini¢do, agentes que precipitam proteinas e os testes de taninos
baseados na precipitacdo de proteinas sdo bastante populares (SCHOFIELD et al., 2001).

As curvas de calibracdo da Figura 13 foram utilizadas para quantificar taninos de
Psidium guineense. A curva com menor conteudo de acido tanico (Figura 13A) foi utilizada
para quantificagdo do extrato bruto, enquanto a outra curva (Figura 13B) foi utilizada para

quantificagdo de taninos das fragdes combinadas de acetona 50%.
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Figura 13: Curvas de Calibragio de Acido Ténico (método de difusdo radial em gel de agarose). Os dados sdo
apresentados como a medida do didmetro formado pelo precipitado tanino-proteina (em cm?®), em fungio da
quantidade de 4cido tanico (em miligramas) aplicada nos pogos. (A) apresenta menor conteudo de acido tanico;
(B) apresenta contetido maior de acido tanico.

A quantidade de amostra de extrato metanolico bruto (material seco e fresco) aplicada
no poco foi de 4 mg (200 mg/mL). A quantidade de taninos totais presentes na amostra do
extrato bruto foi de 0,0174 £ 0,0017mg (0,44% ou 4,35 mg/g de matéria seca) para material
fresco e de 0,0287 + 0,0017mg (0,72% ou 7,18 mg/g de matéria seca) para o material seco
(Figura 14). No material seco, portanto, foi extraido maior quantidade de taninos totais
(ANOVA, P=0,01016).

HAGERMAN e BUTLER (1994) afirmam que tecidos frescos, congelados ou
liofilizados podem ser usados na extragdo de taninos, embora em geral, o material fresco
apresente melhores resultados. OKUDA et al. (1989) demonstraram que alguns compostos
fendlicos decompdem rapidamente sob luz solar direta ou se secos em temperaturas elevadas.
Mas segundo SANTOS e MELLO (1999), a liofilizagdo ¢ o método ideal, uma vez que a
analise de tecidos frescos € inconveniente € mesmo a secagem ao ar pode alterar os teores de
taninos. Para MUELLER-HARVEY (2001), ndo ¢ possivel recomendar um tnico
procedimento para todos os tipos de amostras, pois a extratibilidade dos taninos pode também
depender da maturidade sasonal dos tecidos e do tipo de planta ou tanino.

O conteudo de taninos totais presentes nas fragdes combinadas de acetona 50%
também foi quantificado por meio deste método. A quantidade de amostra aplicada nos pogos
foi de 1mg (50 mg/mL). Somente amostras oriundas de material seco foram avaliadas. A
quantidade de taninos totais presentes na amostra constituida pelas fracdes de acetona
reunidas foi de 0,312 £ 0,008 mg (31,2% ou 312 mg/g de matéria seca) para o método A e
0,257 £0,008 mg (25,7% ou 257 mg/g de matéria seca) para o método B (Figura 15). Os
valores obtidos por WANG e LEE (1996), com Areca catechu, foram de aproximadamente

160 mg/g de matéria seca para taninos totais, sendo 121 mg/g para taninos condensados.
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Ainda, segundo WANG e LEE (1996), somente nas fragdes de acetona 50% sdo encontrados
taninos condensados. J4 os taninos hidrolisaveis estdo presentes também nas fracdes eluidas
com etanol 95%, mas em quantidade menor. Nas fracdes de acetona, além de taninos
condensados e hidrolisaveis, também estdo presentes alguns flavandides como antocianidinas,

catequinas e leucoantocianidinas, e fenois simples.

| & i

Figura 14: Ilustragdo dos halos de precipitado tanino-proteina, formados na quantificagdo de taninos totais dos
extratos metanolicos brutos, seco (esquerda) e fresco (direita), de Psidium guineense, pelo método de difusdo
radial em gel de agarose.

Figura 15: Ilustracdo dos halos de precipitado tanino-proteina formados na quantificagdo de taninos totais das
amostras oriundas dos métodos de isolamento A (direita) e B ( esquerda) de material seco de Psidium guineense,
pelo método de difusdo radial em gel de agarose.

O maior teor de taninos apresentado pela amostra oriunda do método de isolamento A
em relacdo ao método B (ANOVA, P=0,009145) pode ter ocorrido devido a maior
concentracdo de compostos nesse isolado. No método A, a fragdo de acetona 50% foi lavada
com acetato de etila, permitindo uma maior concentragdo dos compostos que permaneceram

na fase aquosa.
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Comparando-se o teor de taninos totais no extrato bruto (7,18 mg/g de matéria seca) e
na fracdo de acetona 50% (312 mg/g e 257 mg/g de matéria seca), observa-se que € enorme a
diferenca entre ambos, demonstrando que realmente grande parte dos taninos foi isolada na

fracao de acetona 50%, por meio dos métodos avaliados neste trabalho.

4.3.3 Atividade antibacteriana

Os resultados dos testes antibacterianos de difusdo em agar com Pseudomonas
aeruginosa, expressos por meio da medida do didmetro dos halos de inibi¢do dos taninos
isolados pelo método A e B e dos controles sdo apresentados na Figura 16 e ilustrados na
Figura 18.

Os compostos isolados pelos métodos A e B apresentaram atividade contra
Pseudomonas aeruginosa com uma concentragdo quase trés vezes menor (14 e 70 mg/mL)
que a das fragdes semipuras (40 e 200 mg/mL) testadas no capitulo anterior. Para o método de
isolamento A, o tipo de material vegetal e o método de difusdo influenciaram no didmetro do
halo de inibicdo, sendo que maior atividade inibitéria foi observada no material seco e na
difusdo em poco (Figura 16). Para o isolamento B, o método de difusdo nao influenciou no
diametro do halo, mas o material vegetal seco apresentou maior atividade em relagdo ao
material fresco (Figura 16).

A atividade inibitoria apresentada pelos compostos isolados de extrato oriundo de
material seco pode estar relacionada com a sua maior concentragdo de taninos em relagdo ao
material fresco. Estes compostos apresentariam maior capacidade de difusdo em poco, uma
vez que maior atividade inibitdria foi observada com essa variante no método A. Conforme
foi verificado nos resultados da quantificagdo de taninos totais, 0 método A apresentou maior
concentragao de taninos que o Método B.

Considerando-se somente a variante disco (Figura 16A), o método de isolamento B
apresentou halo de inibi¢do maior que A. Entretanto, com a variante pogo (Figura 16B), o
método A apresentou maior halo. Isso pode ser explicado pela melhor difusdo em pogos dos
compostos obtidos por meio do método A.

Nao houve diferenca entre os halos formados pela tetraciclina, tanto em relagcdo ao
material vegetal, quanto para o método de difusdo. O controle negativo (Dimetilsulfoxido)

ndo apresentou halo de inibi¢do em nenhum dos testes realizados (Figura 16).
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Figura 16: Medidas do didametro do halo de inibi¢do do crescimento de Pseudomonas aeruginosa, formados por
amostras oriundas dos métodos de isolamento e pelos controles (positivo e negativo), em fun¢do do material
vegetal utilizado (seco e fresco). (A) Pseudomonas aeruginosa + variante disco; (B) Pseudomonas aeruginosa +
variante pogo.

Os resultados dos testes antibacterianos de difusdo em agar com Staphylococcus
aureus, expressos por meio da medida do didmetro dos halos de inibi¢cdo dos taninos isolados
pelo método A e B e dos controles sdo apresentados na Figura 17 e ilustrados na Figura 18.

Os compostos isolados pelos métodos A e B inibiram o crescimento de S.aureus,
mesmo com uma concentracdo quase trés vezes menor que a das fragdes semipuras testadas
no capitulo anterior. O comportamento das amostras oriundas dos isolamentos seguiu o
mesmo perfil apresentado pelos resultados com P. aeruginosa, apenas com a diferenca de que
em ambos os métodos de isolamento, o tipo de material vegetal e o método de difusdo

influenciaram o didmetro do halo de inibi¢ao (Figura 17).
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Figura 17: Medidas do didmetro do halo de inibi¢do do crescimento de Staphylococcus aureus, formados por
amostras oriundas dos métodos de isolamento e pelos controles (positivo e negativo), em fun¢do das variantes do
método de difusdo em agar. (A) Staphylococcus aureus + material vegetal fresco; (B) Staphylococcus aureus +
material vegetal seco.

Considerando-se somente o material vegetal fresco, o método A apresentou maior halo
de inibi¢do que o B (Figura 17A). Ja quanto ao material vegetal seco, o método B apresentou
maior atividade inibitéria com a variante disco, e ndo houve diferenca entre os métodos com a
variante pogo (Figura 17B). A maior atividade inibitoria do método B em relagdo ao A com a
variante disco deve-se ao fato dos compostos de A ndo difundirem bem em disco.

Nenhuma amostra, oriunda dos métodos de isolamento, forneceu medida de halo de

inibi¢do igual ou maior ao do controle positivo. Apesar de apresentarem alto teor de taninos,
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os materiais obtidos por meio dos dois métodos de isolamento ndo consistem em amostras
puras. Além disso, o método de difusdo ¢ conhecido como uma técnica qualitativa, uma vez
que estes métodos somente dao idéia da presenca ou auséncia de substincias com atividade
antimicrobiana (VAN DEN BERGHE e VLIETINCK, 1991). Para que se conheca a real
potencialidade destas amostras na inibi¢do do crescimento bacteriano, deve ser avaliada a
concentragdo inibitéria mimina das mesmas. Entretanto, a presenca de substancias que inibem
o crescimento microbiano nos extratos, ja ¢ um indicativo de potencialidade.

O controle negativo, DMSO, ndo apresentou atividade antimicrobiana frente ao S.
aureus. O controle positivo, cloranfenicol, apresentou inibi¢do conforme esperado e
apresentou variagdes entre os métodos de difusdo em disco e pogo.

Segundo VALGAS et al. (2007), compostos de natureza polar difundem melhor em
poco do que em disco, porque as varias hidroxilas livres presentes em cada residuo de glicose
que forma a superficie do disco hidrofilico, podem fazer com que estes compostos adsorvam a
superficie do disco e ndo difundam no meio. Conseqiientemente, um composto catidénico polar
que apresente uma boa atividade antibacteriana, pode nao evidencia-la pelo método de difusdo
em disco. Os resultados obtidos neste capitulo corroboram com essa proposi¢ao, uma vez que
0s taninos sao compostos de natureza polar. Como se verificou anteriormente, a amostra com
maior teor de taninos, oriunda do método de isolamento A, apresentou maior halo de inibigao
com a variante pogo.

Quanto ao material vegetal, ¢ curioso as amostras de material seco apresentarem
melhores resultados tanto no teor de taninos como na atividade antibacteriana. O tecido fresco
¢ o mais indicado para extracdo de taninos, devido a instabilidade destes compostos na
secagem ao sol ou em estufa (HAGERMAN e BUTLER, 1994). Possivelmente, a qualidade
dos taninos extraidos do material fresco ¢ melhor, mas essa caracteristica pode ndo ter sido
evidenciada por sua baixa extratibilidade de taninos.

Testes biologicos extensivos realizados com extratos ricos em taninos t€ém identificado
diversas atividades biologicas dessa classe de substancias (MELLO et al., 1996, SCALBERT,
1991; HASLAM, 1996). Relatos de varios testes in vitro com taninos demonstram interagdes
potencialmente significativas com sistemas biologicos, tais como atividade antiviral,
antibacteriana, moluscicida, inibi¢do enzimatica, antioxidante e propriedades de captura de
radicais livres. Sua tendéncia para interferir com sistemas bioldgicos ¢ pelo menos em parte,
devido a sua habilidade caracteristica de formar complexos com macromoléculas, além de sua

natureza polifenolica (DE BRUYNE et al., 1999b).
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Figura 18: Testes antibacterianos de difusdo em agar, mostrando os halos de inibi¢do do crescimento de
Staphylococcus aureus (acima) e Pseudomonas aeruginosa (abaixo), formados pelas amostras obtidas dos
isolamentos A e B. (A) S. aureus- variante disco; (B) S.aureus- variante pogo; (C) P. aeruginosa- variante
poco; (D) P. aeruginosa - variante disco.

* (-) = controle negativo; MAF = método A, material fresco; MAS = método A, material seco; MBF =
método B, material fresco; MBS = método B, material seco; (+) = controle positivo.

SCALBERT revisou as propriedades antimicrobianas dos taninos em 1991. Ele listou
33 estudos que tém documentado as atividades inibitérias dos taninos. De acordo com seus
resultados, os taninos podem ser toxicos para fungos filamentosos, leveduras e bactérias.

DE BRUYNE et al. (1999a) investigaram a possivel influéncia de parametros
estruturais individuais e configuracionais dos taninos sobre alguns sistemas bioldgicos, por
meio da avaliacdo das propriedades de uma série de dimeros de proantocianidinas. Nenhum
dos compostos testados foi ativo contra Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella paratyphi, Enterobacter cloaca, Mycobacterium fortuitum, Staphylococcus aureus
ou Candida albicans (concentragdo inibitdria minima >100pg/mL). Os resultados revelaram
uma moderada atividade antibacteriana de certos compostos contra Streptococcus pyogenes,
Bacillus cereus, Klebsiella pneumoniae e Proteus vulgaris em concentragdes < 100pg/mL.

NELSON et al. (1997) estudaram interagdes entre taninos purificadas de 3 plantas
diferentes (quebracho, desmodium e myrtle) com 5 estirpes de bactérias presentes no rimen.

A ligacdo das bactérias aos taninos foi avaliada como um indicativo da atividade

51



antibacteriana destes compostos. Os taninos condensados de myrtle e desmodium tiveram alta
capacidade de ligacdo com as bactérias e foram mais inibitdrios aos microbios.

MILLA ef al. (1996) avaliaram se os taninos, nos tecidos das plantas, tornam o ferro
indisponivel aos microrganismos e concluiram que as propriedades quelantes dos polifendis
contribuem para limitar o crescimento de microrganismos. Sendo assim, a colonizagdo de
plantas por bactérias ou fungos patogénicos depende do desenvolvimento de sistemas
bioquimicos particularmente eficientes para deslocar o Fe’" de complexos polifenol-ferro.
Tais propriedades podem acontecer em folhas ou frutos onde as proantocianidinas tém
mostrado limitar a infec¢do por patogenos. Trabalhos posteriores realizados por CHUNG et
al. (1998), mostraram que alguns microrganismos produzem agentes quelantes de baixa massa
molecular que se ligam ao ferro e verificaram que o crescimento de Escherichia coli, inibido
por acido tanico, foi restaurado pelo suplemento adicional de ferro.

DONOVAN e BROOKER (2001) investigaram a resisténcia de Streptococcus
gallolyticus e Streptococcus bovis frente a taninos condensados e acido tanico e observaram
que tanto S. gallolyticus como S. bovis foram inibidos pela presenca de taninos no meio; isto
foi claramente verificado pela extensa fase lag antes do crescimento exponencial, e a taxa de
crescimento reduzida. Embora ambas as espécies exibiram uma extensa fase lag, S. bovis foi
aproximadamente 30 vezes mais sensivel ao acido tdnico e ao tanino condensado de acécia

que S. gallolyticus.
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4.4 Conclusoes

As amostras obtidas por meio dos dois métodos de isolamento de taninos propostos
por Asquith e Butler, em 1985, e por Hagerman e Klucher, em 1986, inibem o crescimento de
Pseudomonas aeruginosa e de Staphylococcus aureus. Os taninos sdo extraidos, em maior
quantidade, do material vegetal seco. Com o uso deste tipo de material vegetal, ¢ obtida ¢ uma
recuperacdo total de 66% do material aplicado na coluna. O primeiro método citado ¢ mais
efetivo no isolamento dos taninos e seu produto apresenta maior halo de inibicdo do
crescimento bacteriano em relagdo ao método B. Em geral, nos dois métodos de isolamento,
os compostos que apresentam atividade antibacteriana estdo presentes, em maior quantidade,
nas amostras oriundas de material seco e apresentam maior capacidade de difusdo em pogo.
Verifica-se, portanto, uma relacdo entre teor de taninos na amostra ¢ inibigdo do crescimento
bacteriano. Estes dados sugerem que os taninos de Psidium guineense apresentem atividade
antibacteriana frente a S.aureus e P. aeruginosa, tendo em vista os varios estudos que t€m

identificado diversas atividades bioldgicas apresentadas por essa classe de substancias.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Considerando os resultados obtidos por meio deste trabalho e as diversas literaturas
em que ele se baseou, conclui-se que:

As fragdes semipuras obtidas do extrato metandlico de Psidium guineense apresentam
atividade antibacteriana, o que sugere que mais de um tipo de substincia seja responsavel por
este potencial apresentado pela planta.

Os taninos sao extraidos, em maior quantidade, do material vegetal seco em relacdo ao
material fresco, e o método proposto por Asquith e Butler, em 1985, ¢ mais efetivo no
isolamento dos taninos que o método de Hagerman e Klucher, em 1986.

As amostras obtidas por meio dos dois métodos de isolamento de taninos, propostos
por Asquith e Butler e por Hagerman e Klucher, inibem o crescimento de Pseudomonas
aeruginosa e de Staphylococcus aureus.

Os compostos que apresentam atividade antibacteriana estdo presentes, em maior
quantidade, nas amostras oriundas de material seco, e apresentam maior capacidade de
difusdo em pogo.

Existe uma relacdo entre teor de taninos na amostra e inibi¢do do crescimento
bacteriano, o que sugere que os taninos de Psidium guineense apresentem atividade
antibacteriana frente a S.aureus e P. aeruginosa.

Trabalhos posteriores, de avaliagdo das concentragdes inibitéria e bactericida minima,
devem ser realizados, a fim de que se conhecam as reais potencialidades das amostras ricas
em taninos, para inibicao do crescimento bacteriano.

A purificagdo das amostras também ¢ um passo necessario para comprovar as
propriedades antibacterianas dos taninos de P. guineense. Deve-se ainda dar prosseguimento
ao estudo deste compostos, tendo em vista as varias atividades farmacoldgicas associadas a
essa classe de susbstancias.

Tendo em vista o exposto acima e o fato das propriedades antibacterianas de Psidium
guineense nao ser exclusiva de uma unica classe de compostos, pode-se afirmar que esta

espécie apresenta um grande potencial para estudos farmacologicos.
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