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RESUMO

O objetivo desse estudo foi caracterizar a matéria prima vegetal, bem como analisar
o perfil fitoquimico, a citotoxicidade e a atividade antimicrobiana do extrato de folhas
de Syzygium cumini (L.) Skeel sobre microrganismos associados ao biofilme dental.
A caracterizacdo foi realizada por meio da determinacdo de propriedades fisico-
qguimicas: granulometria, densidade aparente ndo compactada, pH, teor de cinzas e
teor de agua do po6 da droga vegetal de Syzygium cumini L. Skeels e aplicacédo de
técnicas analiticas (microscopia eletrbnica de varredura, analise térmica—
Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) e Termogravimetria (TG), difracdo de
raio-X e espectroscopia de infravermelho - IV) para caracterizar e verificar a
autenticidade do extrato liofilizado de folhas de jamboldo, que possui propriedade
antimicrobiana. Além disso, determinou-se a atividade antimicrobiana do extrato de
Syzygium cumini(L.) Skeel sobre microrganismos associados ao biofilme dental,
assim como o perfil fitoquimico e a citotoxicidade. A atividade antimicrobiana foi
realizada através da técnica de microdiluicio em caldo. Determinou-se a
Concentracéo Inibitéria Minima (CIM), Concentracdo Bactericida Minima (CBM) e
Concentracdo Fungicida Minima (CFM) do extrato liofilizado frente a Streptococcus
mutans (ATCC 25175), Streptococcus parasanguis (ATCC 903), Streptococcus oralis
(ATCC 10557), Streptococcus salivarius (ATCC 7073) e Candida albicans (ATCC
10231). A analise fitoquimica foi realizada por espectroscopia na regido visivel e
guantificou-se polifendis, flavondides, taninos condensados e saponinas totais. A
citotoxicidade foi realizada pelo método de hemdlise. Os resultados de granulometria
demonstram que o po de folhas de S. cumini é grosso, apresenta boa densidade e o
pH é acido. O teor de cinzas e o teor de agua estiveram dentro dos parametros
preconizados pela Farmacopeia. A analise do extrato mostrou uma caracteristica
tipica de extratos vegetais, ou seja, as particulas apresentaram propriedade amorfa.
Além disso, essas particulas puderam ser observadas nas microscopias com
formatos irregulares, formando aglomerados de diferentes tamanhos e morfologia.
Na caracterizacdo térmica do extrato, ocorreram cinco eventos térmicos,
apresentados por curvas de DSC e TG, de carater endotérmico. O espectro de IV
sugeriu diversos grupos funcionais dos compostos presentes no extrato liofilizado,
em distintas bandas de absor¢do. Para Streptococcus, Syzygium cumini s foi ativo
frente a Streptococcus mutans e aStreptococcus oralis(CIM de 1mg/mL). O extrato
apresentou grande potencial antifungico sobre C. albicans, demonstrando forte
atividade fungistatica e fungicida. A quantificacdo de metabdlitos secundarios obteve
resultados satisfatorios, especialmente com altas concentracdes de saponinas e
polifendis totais. O extrato apresentou baixa citotoxicidade. Portanto, o perfil de
folhnas de S. cumini foi tragcado, mostrando-se no geral com boas caracteristicas
fisico-quimicas, quimicas e térmicas. S. cumini € uma planta com bom potencial
antimicrobiano, com aceitaveis concentracbes de compostos fitoquimicos e com
baixa citotoxicidade, sendo por isso recomendada a sua utilizagdo com seguranca e
eficacia na prevencéo e tratamento de doencas decorrentes do biofilme dental.

Palavras-chave: Fitoterapia, Syzygium cumini, Caracterizagdo, Streptococcus,
Candida albicans, Hemolise.



ABSTRACT

The aim of this study was to characterize the vegetable raw material, as well as
analyze the phytochemical profile, cytotoxicity and antimicrobial activity of the leaf
extract of Syzygium cumini (L.) Skeel on microorganisms associated with dental
biofilm. The characterization was performed by the determination of physicochemical
properties: particle size, apparent uncompressed density, pH, ash content and loss
on drying powder of Syzygium cumini plant drug L. Skeels and application of
analytical techniques (electron microscopy scanning, thermal analysis - Differential
scanning calorimetry (DSC) and Termogravimetry (TG), X-ray diffraction and infrared
spectroscopy) to characterize and implement a quality control of the lyophilized
extract of leaves jambolan, which has antimicrobial property. In addition, was
determined the antimicrobial activity of the extract of Syzygium cumini (L.) Skeel on
microorganisms associated with dental plague, as well as the phytochemical profile
and cytotoxicity. The antimicrobial activity was performed by microdilution broth. Was
determined Minimum Inhibitory Concentration (MIC), Minimum Bactericidal
Concentration (MBC) and Minimum Fungicidal Concentration (MFC) of the
lyophilized extract against Streptococcus mutans (ATCC 25175), Streptococcus
parasanguis (ATCC 903), Streptococcus oralis (ATCC 10557), Streptococcus
salivarius (ATCC 7073) and Candida albicans (ATCC 10231). Phytochemical
analysis was performed by spectroscopy in the visible region and was quantified
polyphenols, flavonoids, condensed tannins and total saponins. Cytotoxicity was
measured by the hemolysis method. The results demonstrate that particle size of the
powder leaves of S. cumini is thick, the pH is acidic and has good density. The ash
content and loss on drying were within the parameters recommended by the
Pharmacopoeia. The analysis of the extract showed a typical feature of plant
extracts, in other words, the particles showed amorphous property. Furthermore,
such particles could be observed in the microscopy irregularly shaped, forming
agglomerates of different sizes and morphology. In thermal characterization of the
extract, five events of decomposition, presented by TG and DSC curves occurred;
this had endothermic characteristic. The IR spectrum suggested various functional
groups of compounds present in the lyophilized extract in different absorption
bands.For Streptococcus, S. cumini was only active against S. mutans and S. oralis
(MIC 1mg/mL).The extract showed potential antifungal activity against C. albicans,
demonstrating strong fungistatic and fungicidal activity. The quantification of
secondary metabolites obtained satisfactory results, especially with high
concentrations of total polyphenols and saponins. The extract showed low
cytotoxicity. Therefore, the profile of leaves of S. cumini was drawn, showing up in
general good physico-chemical, chemical and thermal characteristics. S. cumini has
a good antimicrobial potential, with acceptable levels of phytochemicals and
compounds with low cytotoxicity and is therefore recommended for use with safety
and efficacy in the prevention and treatment of diseases resulting biofilm.

Keywords: Herbal, Syzygium cumini, Characterization, Streptococcus, Candida
albicans, Hemolysis.
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1 INTRODUCAO

O biofilme dental é definido como um conjunto de microrganismos aderidos
sobre uma superficie sélida e umida incluidos em uma matriz de polissacarideos
extracelulares, derivados do metabolismo celular e de substéncias da saliva e da
dieta do hospedeiro (MOREIRA et al., 2009). A saude bucal pode ser afetada
quando o controle do biofilme dental, seja constituido por bactérias e/ou fungos, nao
é feito de maneira eficiente, a exemplo de uma ma higienizacdo. Com isso, 0s
microrganismos podem agredir a cavidade oral, desencadeando doencas como a
céarie, a doenca periodontal e a candidose oral (ARAUJO et al., 2009).

A existéncia de métodos de higienizacdo mecéanicos e quimicos, além de uma
dieta adequada para controlar o biofiilme e impedir que este se desenvolva e se
multiplique séo relatados por Moreira et al. (2009). O método mecanico é baseado
no uso da escovacdo e do fio dental; jA os métodos quimicos sdo instrumentos
auxiliares no controle mecanico, pois muitas vezes, estes sozinhos ndo demonstram
bons resultados na prevencao e eliminagdo do biofilme dental. Partindo-se desse
pressuposto, substancias quimicas sintéticas com acdo antimicrobiana e
antissépticas sao utilizadas (MOREIRA et al., 2009).

Por isso, uma area que estd em bastante evidéncia é o estudo da atividade
antimicrobiana de extratos vegetais. As plantas podem ser uma alternativa aos
antibioticos sintéticos que apresentam muitas reacdes adversas, S0 mais onerosos
e freqlentemente os microrganismos tém desenvolvido mecanismos de resisténcia
frente a esses farmacos (PANCHAVARNAKILI et al., 2012).

Plantas apresentam propriedades medicinais devido a presenca de
metabolitos secundarios que lhes conferem atividade farmacoldégica. Dessa forma,
sdo bastante utilizadas na medicina popular para prevencéo, alivio e/ou cura de
diversas afec¢gbes humanas, inclusive contra agentes infecciosos, podendo ser
aplicada também para auxilio na remocdo do biofilme dental e prevencdo de
afeccdes orais (JESUS et al., 2010; NWODO et al., 2011).

Pesquisas tém sido desenvolvidas pela comunidade cientifica nos ultimos
anos para elucidar e confirmar atividade antimicrobiana de plantas medicinais

demonstradas por estudos etnofarmacologicos. Apesar de muitos compostos ativos
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serem descobertos, ha necessidade de sempre investigar novas substancias para o
desenvolvimento de novos fitoterapicos, especialmente com atividade
antimicrobiana, devido ao numero crescente de cepas resistentes de
microrganismos (ANTONISAMY; EAHAMBAN, 2012).

No entanto, vale ressaltar que € de extrema importancia executar um controle
de qualidade da matéria prima vegetal, determinado pela boa condicdo fisicada
planta, do produto intermediario e pelas propriedadesdo produto final, tendo em
consideracaoos requisitosde boas  praticasna  fabricacdo  deprodutos
farmacéuticosde origem vegetal. O controle de material vegetalemprega métodos
farmacognosticos, controle fisico e fisico-quimico, e monitoramento microbiolégico
(FONSECA,; SILVA; LEAL, 2010).

Syzygium cumini (L.)Skeels Myrtaceae é uma &rvore comfrutos roxosescuros,
proveniente da Indomalasia, China e Antilhas. Foi introduzida em muitos paises
tropicais como Africa e América Latina. No Brasilé cultivada nasregibes Sudeste,
Nordeste e Norte. E conhecida mais popularmente como jambol&o, jameldo e/ou
manjeldo (ELAVARASI; SARAVANAN, 2012; MIGLIATO et al., 2006).

Diferentes partes da planta sao utilizadas na medicina popular porque
apresentam atividade medicinal anti-hipoglicemiante, antioxidante, anti-inflamatoria,
anti-HIV,  antileishmanial, antidiarreica, anorexigena, gastroprotetora e
antiulcerogénica, conforme é citado em um levantamento feito por Swami et al.,
(2012). Em relacdo a atividade antimicrobiana Chandrasekaran; Venkatesalu,
(2004); Michelin et al., (2005); Vieira et al (2012) afirmam que possuem atividade
frente a Candida albicans, Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus, Aspergillus
niger, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Proteus sp, Pseudomonas
aeruginosa, Streptococcus parasanguis, S. mutans, S. oralis e Lactobacillus casei.
Além disso, pode estar direcionada para o uso Odontolégico. Costa et al. (2009)
revelam que S. cumini é utilizada na forma de bochechos para tratar ulceracdes
aftosas, estomatites, afeccdes da garganta e outras doencas da cavidade oral.

Diante do exposto, nota-se a importancia de pesquisar novas substancias,
preferencialmente de origem natural e que tenha um uso popular descrito, 0o que
favorece sua utilizacdo também por grupos populacionais com acesso restrito a
assisténcia em saude. Nota-se na literatura que as pesquisas com Syzygium cumini
tém sido feitas geralmente frente as bactérias intestinais e a Candida spp. Pouco é

descrito sobre a sensibilidade de bactérias da cavidade oral envolvidas na formacgao
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do biofilme dental. Por isso, baseado no uso popular descrito por Costa et al. (2009),
acredita-se na possibilidade da utilizacdo do extrato de jamboldao como auxiliar no
tratamento e controle da carie dentaria, doenca periodontal e candidose.
Considerando o valor farmacolégico e o uso popular de S. cumini para
afecgbes orais, demonstrou ser bastante interessante executar um estudo de
caracterizagdo da matéria prima vegetal, bem como a andlise farmacogndéstica, perfil
fitoquimico, citotoxicidade e avaliacdo do efeito antimicrobiano sobre

microrganismos associados ao biofilme dental.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 MICRORGANISMOS ASSOCIADOS AO BIOFILME DENTAL

A boca, por ser um érgdo Uumido, vascularizado, com presenca de calor e
restos alimentares é um ambiente propicio para o desenvolvimento e permanéncia
de grandes e diversas populacdes microbianas na lingua, na mucosa jugal, nos
dentes e na gengiva. Assim, quando em seu habitat normal, ndo causam doenca e
impedem o crescimento excessivo de microrganismos nocivos, sdo considerados
patégenos oportunistas ou de microbiota normal. Os principais géneros envolvidos
sdo  Streptococcus, Candida, Lactobacillus, Actinomyces, Bacteroides,
Fusobacterium, Treponema, Corynebacterium, Staphylococcus, Neisseria,
Mycoplasma e Veillonella (TORTORA et al., 2012; DESHPANDE et al.,, 2011;
PORTO et al., 2007).

A homeostase € uma caracteristica da microbiota bucal entre individuos
saudaveis e, nesta condicdo, 0s microrganismos coabitam harmonicamente em
saprofitismo nos diferentes habitats da boca, numa dependéncia direta do pH, dos
nutrientes e da superficie mucosa. No entanto, quando ha alguma desordem
fisiologica ou agressdo contra o hospedeiro por parte dessas bactérias e fungos,
ocorre uma quebra no equilibrio entre a resisténcia e os fatores que determinam a
viruléncia dos microrganismos causando processos infecciosos na cavidade oral,
como cérie dentéria, doenca periodontal e candidose oral (MARSH, 2010).

Esses microrganismos que causam tais patologias se incorporam em uma
matriz extracelular, formando comunidades denominadas de biofilme, na superficie
do dente, podendo também estar aderidos ao tecido vivo (FINKEL; MITCHELL,
2011). Aas et al. (2005) afirmam que os biofilmes contém varias espécies de
microrganismos, estimando cerca de 700 espécies diferentes na cavidade oral.

O mecanismo pelo qual o biofiime se instala consiste na interacdo das
bactérias com o0s restos alimentares, especialmente com polissacarideos. A
interacdo com lecitinas, proteinas e adesinas séo fatores essenciais que influenciam
a adesao do biofilme na superficie dentaria. A intensidade do biofilme dental varia
em cada individuo, dependendo da morfologia do dente, da qualidade na higiene

oral, da dieta, superficie bacteriana e superficie do substrato (JESUS et al., 2010).
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Durante o desenvolvimento do biofilme dental sdo reconhecidas diferentes
etapas. Iniciando com a adsorcao de bactérias a superficie do dente formando uma
fina pelicula sobre estes. AplOs isso acontece uma interacdo fisico-quimica das
bactérias com o biofilme, as bactérias orais possuem mais de um tipo de proteina de
adesdo na sua superficie celular (adesinas) e participam de varias interacfes com
moléculas presentes na boca e também com receptores de outras bactérias.
Acontece também a adesao entre outros microrganismos colonizadores, interagindo
com receptores de adesado especificos e aumentando a densidade do biofilme. E,
por fim, uma multiplicagdo dos microrganismos, levando ao crescimento e formando
uma superficie tridimensional e funcionalmente organizada (LEITES; PINTO;
SOUSA, 2006).

No estagio inicial, o biofiime é pouco colonizado e possui uma pequena
variedade de microrganismos, dentre os mais prevalentes incluem Streptococcus
oralis, Streptococcus sanguinis, Streptococcus mitis, Streptococcus mutans e
Streptococcus sobrinus. Nesta etapa, os colonizadores primarios tém de resistir a
certas condicbes do ambiente oral, como a altas concentracbes de oxigénio e a
fatores naturais de remoc¢ao, como a mastigacao, a degluticdo e o fluxo salivar para
gue o biofilme seja desenvolvido (MAGER et al. 2003; ALLAKER, 2010).

No segundo estagio, a microbiota do biofilme maduro se apresenta muito
diversa onde geralmente Eikenella corrodens, Veillonella atypica e Provotella
loescheii, se coagregam formando uma camada mais espessa do biofilme. Em
seguida, pode ocorrer uma fase de transicao entre o biofilme imaturo e maduro que
€ devido a coagregacao de Fusobacterium nucleatum. O estagio mais avancado &
constituido por colonizadores como Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
Treponema denticola e Porphyromonas gingivalis (ALLAKER, 2010; AAS et al,
2005).

Os biofilmes de Candida albicans apresentam arquitetura complexa, onde ha
predominio de células filamentosas, leveduriformes e intercaladas. Formam-se a
partir da adesdo a um substrato, seguido pela proliferacdo das células
leveduriformes com o inicio do desenvolvimento de hifas e cessa na fase de
maturacdo, quando o crescimento dessas € acelerado e a matriz extracelular
envolve o biofilme (CHANDRA et al., 2001; ANDES et al., 2004).

Algumas espécies de Candida sao responsaveis pelo desenvolvimento da

candidose oral, sendo essa uma infeccdo causada por fungos presentes na
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microbiota da cavidade oral. Tais espécies sao frequentemente designadas como
patégenos oportunistas, que comumente sdo isolados no intestino, na vagina, como
também na cavidade oral; estando associados a infec¢des sistémicas e superficiais.
A espécie fungica com maior capacidade para formar biofilme é a Candida albicans,
inclusive sobre hidroxiapatita e resina acrilica, evidenciando sua patogenicidade. Os
mecanismos moleculares envolvidos com a viruléncia da Candida estdo
relacionados a respostas celulares de crescimento invasivo, com formacao celular e
instalacdo da infeccdo, induzindo uma resposta inflamatoria (THEIN;
SAMARANAYAKE, 2006).

Candida spp.é reconhecida como um dos principais agentes envolvidos em
infeccbes, comportando-se como patdgenos oportunistas. Apresenta alguns fatores
de risco que torna o individuo susceptivel a infeccbes por este tipo de
microrganismo, conforme citam Peixoto et al. (2010). Os principais incluem:
pacientes imunossuprimidos, mudancgas fisiolégicas no organismo, como gravidez,
infancia ou idade avancada, fatores nutricionais, tratamentos com antibioticos de
amplo espectro, drogas imunossupressoras e corticosteroides, alteracdes
anatomofisioldgicas orais, como macroglossia, diminuicdo do fluxo salivar, doencas

respiratérias, além de fatores locais, como xerostomia e aparelhos protéticos.

2.1.1 Patologias infecciosas mais comuns na cavidade oral

Cérie dentéaria e doenca periodontal sdo patologias comuns na populacdo em
geral e em vérias regides do mundo, representando assim o maior problema de
saude publica segundo Bonifait et al. (2012).

Candidose oral € uma infeccao odontoldgica,que, assim como carie dentaria e
doenca periodontal, cujas importancias clinicas devem ser levadas em
consideracdo, atinge individuos saudaveis e imunocomprometidos (Aids, diabetes,
Sindrome de Cushing, tumores malignos e condi¢cdes imunossupressivas). O
sistema imune € o principal fator que define a transicdo do fungo de comensal para
patogénico, porém os fatores de viruléncia expressados por C. albicans, tais como
adesinas, mudanca fenotipica, comportamento dimorfico, e secrecdo de enzimas

hidroliticas, podem contribuir para a persisténcia da colonizagdo, assim como o
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desenvolvimento de sintomatologia decorrente da infec¢éo fangica (DE ROSSI et al.,
2011).

2.1.1.1Cérie e doenca periodontal

As bactérias envolvidas no biofilme dental sdo capazes de metabolizar os
carboidratos da dieta exdégena e geram o acido latico, mantendo o pH &cido na
cavidade oral, resultando em desmineralizacdo do esmalte dentario. A medida que
o biofilme evolui, surgem céries e mais tarde, os primeiros sintomas da doenca
periodontal, ou seja, bactérias anaerdbias facultativas que sédo desenvolvidas e se
acumulam, causando no hospedeiro, placa supragengival e inflamacédo gengival,
podendo provocar danos permanentes aos tecidos de suporte e perda dentaria
(BONIFAIT et al. 2012; ERDEM et al., 2012; LEITES; PINTO; SOUZA, 2006;
ALLAKER, 2010).

A carie, uma das doencas infecciosas mais prevalentes em todo o mundo,
afeta pessoas de todas as idades, especialmente a populacéo jovem (60-90%) e &
causada pela interacdo entre microrganismos orais, dieta e denticdo (JUNAID et al.,
2013). Essa infeccdo € caracterizada pela destruicdo localizada dos tecidos
dentarios causada pela acdo de bactérias, incluindo Streptococcus mutans,
Streptococcus sobrinus e Lactobacillusspp. (ALLAKER, 2010).

A natureza multifatorial da carie é explicada através de fatores biologicos a
exemplo da presencga de biofilme, pH da saliva, tipo de dieta, classe social associado
a renda e dificuldade de acesso a dentistas regularmente, educacao, fatores
comportamentais, dentre outros. Estes aspectos influenciam em maior ou menor
grau o desenvolvimento dessa doenca no individuo (VIEIRA et al., 2012).

Na doenca periodontal as bactérias atingem a mucosa, gengiva e os tecidos
periodontais, resultando em inflamacdo e degradacdo de tecidos moles. Tal
processo resulta em halitose que consiste na exalagdo de compostos sulfurados
volateis produzidos a partir do metabolismo das bactérias na boca, sendo
responsaveis pelo odor desagradavel que algumas bactérias causam ao hospedeiro
(MAEHLER et al., 2011; SILVA; TEREZAN; FISHER, 2012). Quando confinado na
gengiva, pode causar gengivites e/ou periodontite quando um processo inflamatorio

€ iniciado na gengiva para os tecidos de suporte do periodonto (ALLAKER, 2010).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Gengiva
http://pt.wikipedia.org/wiki/Periodonto
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2.1.1.2 Candidose oral

A candidose oral € uma infeccdo oportunista, tendo por agente etiologico
leveduras do género Candida, sendo a Candida albicans a maior responsavel por
desencadear as afeccdes orais. Normalmente acomete pacientes idosos, individuos
comprometidos imunologicamente e criangas. Clinicamente pode apresentar-se
como placas pseudomembranosas, eritematosas, areas hiperplasicas, queilite
angular e muitas vezes asociada a glossite romboide mediana. A sensacao de dor
e/ou queimacao esta relacionada com os sintomas da candidose (SAMSON, 2013).

Esta infeccdo acomete principalmente individuos com imunidade baixa como
€ mostrado em um estudo epidemioldgico realizado por Xu et al. (2013). Investigou-
se a relacdo entre pacientes submetidos a quimioterapia e/ou radioterapia, seu
estado nutricional e 0 uso ou ndo de prétese oral pelos portadores de neoplasias
avancadas e a susceptibilidade para desenvolver infeccdes orais. Observou-se que
a infeccéo oral foi prevalente em 46% (n=391) dos pacientes avaliados (n=850). Os
resultados mostraram que os pacientes que fazem quimioterapia e/ou radioterapia
tém mais chance de desenvolver infeccbes orais em comparacdo com 0s que sé
fazem cuidados paliativos e cirurgia. O estado nutricional e a prétese oral foram
identificados como fatores de risco independentes associados a infecgdo oral. As
doencas mais comuns encontradas foram candidose oral, herpes simples e
mucosite.

Costa et al. (2013) afirmam que ha uma maior predisposicdo dos pacientes
submetidos a radioterapia e quimioterapia desenvolverem infecgdes orais. E
reconhecido que esse tipo de tratamento induz danos as células epiteliais da
mucosa oral e a morfofisiologia das glandulas salivares, comprometendo as suas
funcdes. Com isso, alteragcbes de natureza quantitativas e qualitativas podem
ocorrer, o que pode resultar em uma mucosa fragil e um fluxo salivar reduzido,
embasando assim o trabalho desenvolvido por Xu et al. (2013). O risco aumentado
para a candidose oral decorre provavelmente da queda do fluxo salivar consequiente
da radioterapia. A atividade fagocitica reduzida dos granulécitos salivares frente a
esses microrganismos € uma possivel explicacdo para a maior predisposicdo dos

pacientes irradiados a candidose (SERA et al., 2013).
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A psoriase também pode ser um fator de risco para candidose oral. Picciani et
al. (2013) analisam a presenca de candidose oral em lingua de pacientes com
psoriase através de citopatologia. O exame oral e os resultados do esfregaco
citopatolégico revelaram que os 26% de casos de candidose ocorreram em
pacientes com psoriase.

Okada, et al. (2013) verificam o processo patolégicoinicial dainfec¢do causada
por Candidae a resposta imunoldgica apos a inoculacdo de C. albicansem linguas
de camundongos, induzindo assim a candidose oral. Os sintomas foram
monitorizados atraves da observacao de uma camada branca na lingua e no nimero
de células viaveis de Candida em cavidade oral. Verificou-se que o fungo invadiu a
superficie da lingua dos camundongos e manchas brancas foram desenvolvidas
dentro de 24 horas ap0s a inoculacdo. O exame histopatoldgico revelou a presenca
de inflamacdo aguda local, nos tecidos superficiais de linguas abrangidas pelo
micélio de C. albicans. No entanto, foi verificada que a pior condicdono processo
patolégicoemcandidose oralacontece48 horasapds a inoculacdode C. albicans,
guandoasuperficiedalingua ficacobertacom hifas de Candida. Assim, observou-se
um acumulo densodeneutréfilossobaslesdes. Issosugere que os neutréfilos e os
niveis de citocinas influenciam a condicao patoldgica da infeccéo por Candida.

C. albicans apresenta alguns fatores de viruléncia, incluindo aspartil proteases
secretadas, que sdo fatores determinantes na patogenicidade deste fungo em
pacientes imunocomprometidos. Sendo assim, Soéllis; Gordillo; Herrera (2013)
compararam a atividade das proteinases das cepas de C. albicans coletadas de
pacientes imunodeprimidos portadores de HIV, cancer, diabetes, candidose oral e
um grupo de pacientes saudaveis. Foi observado nesse estudo que os pacientes
com candidose apresentaram uma alta atividade proteolitica em comparac¢do com
outros grupos. Do mesmo modo, ao comparar a atividadedaproteinasea partir
dediferentesgrupos, verificou-seque o0s pacientes comcandidose oral, diabetes,
cancereHIVmostraramelevada atividade, em comparacdo comindividuos saudaveis.

Runyoro et al. (2006) realizaram um estudo etnobotanico com 36 espécies de
plantas que s&o utilizadastradicionalmentepara o tratamento deinfeccbes por
Candida. Avaliou inicialmente informagdes de raizeiros locais comparando-se com a
literatura e concluiu-se que das 36 plantas consultadas, 13 apresentaram com
atividade antifungica previamente avaliada e disponivel na literatura, contribuindo

para o conhecimento cientifico.
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2.2 PLANTAS MEDICINAIS

A utilizagdo de plantas como medicamentos pela humanidade é tdo antiga
quanto a propria histéria do homem, inclusive com comprovacdo arqueolégica.
Plantas medicinais séo utilizadas pela populacdo desde o ano 3000 a.C., quando
seus registros eram disponibilizados apenas em papiros. Em 1500 a.C., uma obra, o
Papiro de Ebers, ja mencionava o 6pio e o Aloe vera. A partir do periodo das
grandes navegacdes, seu uso foi disseminado pelas sociedades de varios
continentes, deixando assim um valioso arsenal terapéutico para o mundo moderno
e contemporaneo (PORTO; SILVA, 2012; HOERNER, 2009; FIRMO et al., 2011).

As plantas medicinais produzem metabdlitos primarios e secundarios; os
primérios exercem diferentes finalidades, incluindo regulagcéo do crescimento, defesa
contra predadores e infecgées (NWODO et al., 2011; FILHO, 2010; GOBBO-NETO;
LOPES, 2007). Além disso, sao importantes fontes de substancias medicamentosas
devido a producdo de metabdlitos secundarios. Estes sdo os responsaveis pelas
plantas exibirem atividades biol6gicas que beneficiam a humanidade na prevencéo e
tratamento de doencas, sendo utilizadas por individuos de todas as faixas etérias e
sexos (NWODO et al.,, 2011; MURTI et al.,, 2012). Em pesquisa realizada por
Razafindraibe etal. (2012) foram entrevistadas 498 pessoas, sendo 301 (60,44%)
mulheres e 197 (39,56%) homens. Dessa amostra, 90,56% dos participantes
afirmaram que utilizam plantas medicinais para algum fim medicinal, sendo a faixa
etaria mais comum a de 40-49 anos (98,29%) de idade e a menor, jovens entre 15-
19 anos (45,73%).

As plantas sdo um dos recursos terapéuticos mais utilizados no mundo até
hoje, provavelmente devido a disponibilidade no meio ambiente ou nas feiras,
apresentando preco mais acessivel a populacdo e capaz de produzir menos efeitos
colaterais e contraindicacdes, em relacdo aos medicamentos industrializados. Em
nivel mundial, cerca de 80% da populacéo faz uso de plantas medicinais, seja na
forma de chas, garrafadas ou outras formas de preparo caseiro. O uso, no entanto,
nao pode ser feito de maneira indiscriminada (THITHE et al.,, 2013; RIBEIRO;
GONCALVES; BESSA, 2012; JESUS et al., 2010).

Lima et al. (2012) e Razafindraibe et al. (2012), fazendo um levantamento dos
principais usos populares de plantas medicinais de diferentes comunidades, sexo e

faixa etaria constataram que o0s principais usos de plantas medicinais estdo
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destinados para gripe, tosse, diarreia, parasitoses, altas taxas nos niveis séricos de
colesterol, dores de estdmago, diabetes, indigestdo, infeccdo, diabetes, cancer,
sarampo, cicatrizacdo de feridas, asma, bronquite, problemas renais e do sistema
circulatério, desordens digestivas e problemas do sistema reprodutivo.

Desempenham importante papel na medicina moderna primeiramente porque
podem fornecer farmacos extremamente importantes, os quais dificiimente seriam
obtidos via sintese quimica, como, por exemplo, os alcaldides da Papaver
somniferum L. e os glicosideos cardiotdnicos da Digitalisspp. Em segundo lugar, as
fontes naturais fornecem compostos que podem ser levemente modificados,
tornando-os mais eficazes ou menos toéxicos. Em terceiro lugar, os produtos naturais
podem ser utilizados como protétipos para obtencdo de farmacos com atividades
terapéuticas semelhantes a dos compostos originais (TUROLLA; NASCIMENTO,
2006; VINAGRE et al., 2011).

Estudo realizado sobre 0 uso de vegetais em tratamentos médico tradicionais
no agreste paraibano verificou que a fitoterapia representa uma alternativa as
praticas medicinais oficiais em regides do Nordeste do Brasil, onde estudos acerca
da flora medicinal serdo Uteis para garantir além da preservacado desses saberes, a
identificacdo e desenvolvimento de novos medicamentos oriundos desses produtos
naturais (BARBOSA, 2011).

No Brasil, pesquisas com produtos naturais tém se mostrado interessantes,
com perspectiva de desenvolvimento de novos medicamentos com menor toxicidade
e maior atividade farmacoldgica, além de ter 6timo custo-beneficio para a populacao.
O pais tem esta vantagem em relacdo a outros devido a dois aspectos: abriga a
maior biodiversidade do planeta, sendo representado por 25% da flora mundial e o
alto conhecimento tradicional etnobotanico da populacao local (SILVA MSP et al.,
2012; CARTAXO; SOUZA; ALBUQUERQUE, 2010). No entanto, investimentos em
pesquisas cientificas no Brasil ainda sdo precérios, limitando o desenvolvimento de

novas formas farmacéuticas.

2.2.1 Consideracdes sobre atividade antimicrobiana na pesquisa clinica com

extratos vegetais
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As primeiras descobertas no campo da clinica microbiol6gica ocorreram entre
o final de 1800 e inicio do ano 1900. Baseando-se na teoria de que agentes
patogénicos especificos pudessem causar doenca, o médico alemao Robert Koch
postulou que a remocdo do patdégeno poderia deter ou reverter o processo da
doenca. Por isso € interessante que sejam realizados testes que auxiliem na selecédo
correta na terapia antimicrobiana para eliminar os patdgenos envolvidos na infec¢ao
(KHULLER, 2009).

Silva MSP et al. (2012) afirmam que € reconhecida a susceptibilidade a
antimicrobianos em culturas suspensas ser bem maior do que o crescimento
bacteriano em biofiimes. No entanto, o ensaio laboratorial prediz a atividade
antimicrobiana que determinado extrato vegetal possa ter frente a microrganismos
envolvidos em patologias.

Partindo desse pressuposto diversas pesquisas com extratos vegetais tém
sido realizadas para avaliar a atividade antimicrobiana. Por exemplo, Schinopsis
brasiliensis mostrou forte atividade frente a Pseudomonas aeruginosa (ATCC
27853)e Staphylococcus aureus(ATCC 25923) (SILVA MSP et al., 2012). Extratos
de caule de Ximenia americana L.mostraram atividade sobre Enterococcus
faecalis(ATCC 29212), Staphylococcus aureus(ATCC 25923) e Streptococcus
oralis(ATCC 10557)(SILVA MSP, et al., 2012). Annona coriacea (Mart.) mostrou boa
atividade frente a Candida albicans (ATCC 10231) e Candida parapsilosis (ATCC
22019) (TOLEDO et al.,, 2011). Extratos de Syzygium cumini L. (Skeels) foram
testados frente a bactérias e fungos, alguns provenientes de isolados clinicos, e
constatou-se atividade antimicrobiana especialmente frente a Candida albicans,
Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus, Aspergillus niger, Bacillus subtilis (MTCC
736) e Staphylococcus aureus (MTCC 740), sendo, portanto, mais efetivo sobre os
fungos (CHANDRASEKARAN; VENKATESALU, 2004). O potencial antifangico in
vitro dos extratos de Syzygium cumini L. (Skeels) foi testado também sobre cepas
clinicas de Candida albicans, Candida glabrata e Candida tropicalis. Apresentando
atividade para todas as cepas de Candida estudadas, sendo que as cepas de C.
tropicalis demonstraram-se mais sensiveis aos extratos em relacédo a C. albicans e
C. glabrata (COSTA et al., 2009).

Para a determinacdo do perfil de sensibilidade, varias metodologias estédo
disponiveis, dentre as quais, as mais empregadas sao: métodos de difusdo em agar,

que pode ser executado por meio de disco, cilindros de ac¢o inoxidavel ou vidro e
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perfuracdo em agar, método de macrodiluicdo e microdiluicdo, conforme cita
Ostrosky et al. (2008). Em laboratorios de rotina, aquelas consideradas padrao-ouro,
como a diluicho em agar e a microdiluicdo em caldo, sdo laboriosas para serem
executadas. Porém, essas duas técnicas fornecem resultados quantitativos
(Concentracao Inibitéria Minima- CIM), sendo bastante utilizadas em pesquisas
cientificas, j& que técnicas qualitativas, como a disco difusdo, apesar de fécil
execucao nao sao capazes de predizer a CIM (CAMPANA et al., 2011).

Dentre varios parametros considerados, o meio de cultura, o indculo do
microrganismo, a difusdo do farmaco, as condi¢des de incubacao e os critérios de
leitura sdo fundamentais para a confiabilidade do método (VITAL et al., 2004).

No entanto, por falta de padronizacdo das técnicas in vitro na area de
atividade antimicrobiana de extratos vegetais, os resultados muitas vezes diferem
entre grupos de pesquisadores, quando se utiliza a mesma planta e varia apenas a
metodologia. Este fato compromete o real resultado e leva a falsas conclus6es sobre
a eficacia do extrato como agente antimicrobiano (OTHMAN et al., 2011).

Por outro lado, para comprovar tal afirmacdo, Othman et al. (2011) relatam
um estudo comparativo em que se avaliou a consisténcia e discrepancias entre trés
metodologias (disco, diluicdo em caldo ou microdiluicéo e turbidimetria), testando-se
duas plantas de diferentes espécies. Percebeu-se que houve pouca variagcdo nos
resultados, mas a microdiluicdo se destacou por mostrar cinética de crescimento das
bactérias, incluindo extratos de plantas com baixa polaridade o que ndo pode ser
visto com as outras técnicas.

De acordo com o Clinical and Laboratory Standards Institute - CLSI (2002), os
procedimentos para determinar a atividade inibitéria podem ser realizados tanto
pelas técnicas de diluicho em caldo ou em agar. Os agentes antimicrobianos sao
geralmente testados em diluicbes consecutivas, e a menor concentracao capaz de
inibir o crescimento de um organismo é considerada como a Concentracao Inibitéria
Minima (CIM). As CIM's sédo consideradas excelentes ferramentas para determinar a
susceptibilidade dos organismos aos antimicrobianos e, portanto, usadas para julgar
o desempenho de todos os outros metodos de susceptibilidade. Nos laboratorios de
diagnéstico, as CIM's sdo também usadas como uma ferramenta de pesquisa para
determinar a atividade in vitro de novos antimicrobianos.

A classificacdo sobre os valores de CIM na literatura € varidvel segundo

autores. Holetz et al. (2002) classificam a CIM da seguinte maneira: Abaixo de 100



29

pg/mL: Boa atividade antimicrobiana; Entre 100 e 500 pg/mL: Moderada atividade
antimicrobiana; Entre 500 e 1000 pug/mL: Fraca atividade antimicrobiana; acima de
1000 pg/mL: Inativo. Aligiannis et al. (2001) apresentaram: CIM até 0,5mg/mL séo
inibidores potentes; CIM entre 0,6 e 1,5mg/mL sé&o inibidores moderados; CIM acima
de 1,6mg/mL s&o inibidores fracos. Webster et al. (2008) propdem que determinado
extrato apresenta boa atividade quando o valor daCIM é decrescente a partir de
1000 pg/mL.

Segundo Alves et al. (2008) microdiluicdo envolve a medida de pequenos
volumes de caldo inseridos em placas de até 96 cavidades, divididos em linhas e em
colunas. Abrange pequenos volumes, por isso 0 nome da técnica, microdiluicdo. As
placas de microdiluicdo inoculadas devem ser incubadas por determinado tempo e
temperatura, dependendo da exigéncia do microrganismo. A CIM é influenciada por
alguns fatores primarios, a saber: a sensibilidade do organismo, o diluente utilizado,
0 estagio e a taxa de crescimento bacteriano.

2.2.2 Plantas medicinais utilizadas no controle de afeccfes orais causadas pelo

biofilme dental

Algumas plantas medicinais que possuem grande potencial antimicrobiano
sao utilizadas na Odontologia para controlar e ou combater afec¢cdes orais causadas
por bactérias e fungos. As mais utilizadas sdo Anacardium occidentale L. (cajueiro),
Eugenia caryophyllata T. (cravo-da-india), Zyziphus joazeiro Mart. (jud), Punica
granatum L. (romd), Allium sativum L.(alho), Ximenia americana L.(ameixa),
Stryphnodendron Adstringens Mart.(Coville) (barbatiméo), Schinus terebinthifolius
RaddieMyracruoduon urundeuva All(aroeira) dentre outrascom propriedades
antimicrobianas, antissépticas, analgésicas e anti-inflamatérias (POCHAPSKI,
2010;0LIVEIRA, 2010).

Oliveira et al. (2010) desenvolveram um estudo etnobotanico com raizeiros,
usuarios de plantas medicinais e dentistas do servico publico de saude, objetivando
realizar um levantamento sobre a indicagdo de plantas medicinais utilizadas para
problemas orais em diferentes regides do Estado da Paraiba. Dentre as plantas para

problemas orais, incluindo halitose, sangramento gengival, ulceracbes aftosas e
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odontalgias, as mais indicadas pelos grupos pesquisados estdo jurema preta
(Mimosa tenuiflora Benth), angico (Anademathera colubrina (Vell.) Brenan), pedra
ume (Myrcia salicifolia DC.), quixabeira (Sideroxylon obtusifolium Roem. & Schult.
T.D. Penn.), aroeira (Myracrodruon urundeuva Allem&o), cravo (Syzygium
aromaticum (L.)), hortelda (Plectrantus amboinicus (Lour.) Spreng), cajueiro roxo
(Anacardium occidentale L.), limdo Taiti (Citrus aurantifolia Swingle), alecrim
(Rosmarinus officinalis L.) e a malva (Malva sylvestris L.), cauacu (Calathea
lutea(Aubl.) Schult.), mulungu (Erythrina velutina willd.), jua (Ziziphus joazeiro Mart.)
mostrando assim o grande arsenal terapéutico natural para este fim especifico.

Microrganismos envolvidos na formagdo do biofilme dental, tais como
Streptococcus sanguinis, Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus tiveram
seu crescimento inativo quando se testou pela técnica de difusdo em agar em placas
de Petri para determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) a atividade
antimicrobiana de extrato de hidroalcodlico Rosmarinus officinalis Linn., arbusto
aromatico com propriedades anti-hipertensivas e digestivas. Os resultados sugerem
a possibilidade de uso também do extrato de alecrim, como antimicrobiano oral
(SILVA, et al., 2008).

Outra importante pesquisa foi realizada com extrato da casca do caule do
Anacardium occidentale Linn. (cajueiro) sobre os microrganismos formadores do
biofilme dental (Streptococcus mitis ATCC, 9811, Streptococcus mutans ATCC
25175, Streptococcus sanguis ATCC 10557, Streptococcus sobrinus ATCC 7609 e
Lactobacillus casei ATCC 7469). Determinou-se a Concentracdo Inibitéria Minima
(CIM) pelo método da diluichio em meio liquido usando-se uma escala com
concentracdes crescentes do extrato, variando da diluicdo 1:1 até 1:1024. Todas as
linhagens ensaiadas demonstraram sensibilidade ao extrato do cajueiro em uma
concentracdo de 1:4 (S. sanguis e L. casei) a 1:8 (S. mutans, S. mitis e S. sobrinus)
comparado ao gluconato de clorexidina a 0.12% que atuou em uma concentragédo de
1:2 (S. mitis), 1:4 (S. sobrinus) e 1:8 (S. mutans, S. sanguis e L. casei), contribuindo
na prevencao e tratamento da carie e doenca periodontal (ARAUJO et al., 2009).

Pereira et al. (2006) desenvolveram um estudo de avaliacdo da atividade
antimicrobiana de casca do fruto da roma (Punica granatum Linn.) sobre linhagens
bacterianas de Streptococcus mitis, Streptococcus mutans, Streptococcus sanguis,
Streptococcus sobrinus e Lactobacillus casei. Os ensaios foram realizados pelas

técnicas dedifusdoem agar em placas para determinacdo da Concentracao Inibitéria
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Minima (CIM). As CIM's (mg/mL) do extrato da P. granatum frente ao S. mitis, S.
mutans, S. sanguis, S. sobrinus e L. casei foram 1:32, 1:8, 1:8, 1:512, e 1:128,
respectivamente, mostrando o P. granatum como bom inibidor do crescimento
bacteriano.

Bonifait et al. (2012) analisaram compostos ativos obtidos a partir de plantas
que pertencem a familia Rutaceae e descobriram moléculas naturais potenciais para
a prevencdao/tratamento de infeccbes orais comuns, incluindo a candidose oral pelo
fato de inibir o crescimento da Candida albicans, a carie dentaria e doenca
periodontal por bactérias. Essa atividade pode ser explicada, pois os fitoconstituintes
apresentam uma propriedade quelante de ferro, que por sua vez interfere no
crescimento microbiano.

A prevencdo de céarie, doenca periodontal e candidose consistem nha
desorganizacdo do biofilme através de sua remocdo mecéanica e acdo de agentes
quimicos, como antimicrobianos e antissépticos (ALLAKER, 2010).

Por exemplo, um enxaguatério oral contendo extrato de malva foi testado
frente alactobacillus spp., Streptococcus mutans, além de um pool de
microrganismos da saliva. Os resultados indicaram que essa formulacdo se mostrou
eficaz, visto que apresentou atividade antimicrobiana frente as bactérias testadas
que estao envolvidas na céarie dentaria (MOREIRA; FERREIRA; HASHIZUM, 2012).

2.2.3 Descrigao e propriedades medicinais de Syzygium cumini (L.)Skeels

Syzygium cumini (L.)Skeels é uma arvore da familia Myrtaceae, proveniente
da india, Tailandia, Filipinas e Madagascar. E cultivada emalguns paises, incluindoo
Brasil, especialmente nas regides Sudeste, Norte e Nordeste (MIGLIATO et al.,
2006).

Os nomes populares mais comuns no Brasil sdo jamboléao, azeitona, azeitona-
roxa, oliva, dentre outros. A arvore (fotografia 1) mede de 15 a 30 metros de altura,
com a copa de trés a quatro metros e meio de diametro. As flores com
inflorescéncias, branca, axilares e racemosas, brotam durante Setembro a
Novembro, ou seja, cerca de 30 dias antes dos frutos. Estes, com aspectocarnoso,

sao do tipo baga, alongados, com cerca de quatro centimetros de comprimento, tém
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a coloragcao roxa e apenas uma semente.As folhas sao esverdeadas com fissuras
escuras e cicatrizes foliares bastante aparentes. O caule é aéreo, ereto, tipo tronco,
lenhoso, cilindrico, apresentando ramificacdo caulinar do tipo simpodial
(ELAVARASI; SARAVANAN, 2012; MIGLIATO et al., 2006).

Fotografia 1 Arvore de S. cumini (L.) Skeels. Fonte: prépio autor.

Segundo a medicina popular (Quadro 1) e estudos cientificos realizados,
todas aspartes da planta, tais como frutos, folhas, cascas do caule e sementes séo
utilizadas para tratar diversos distarbios orgéanicos (ELAVARASI; SARAVANAN,
2012). E conhecida por suas propriedades antidiarréica, anti-inflamatoria,
antidiabética, antimicrobiana e antioxidante e usada também contra constipagéo,
leucorréia e febre (ELANSARY et al., 2012).



Quadro 1 Uso popular de Syzygium cumini (L.) Skeels disponivel na literatura
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PARTE DA PLANTA

USO POPULAR

REFERENCIAS

Folhas

Febre, gastropatia,
dermopatia, obstipacéo,
pressdo arterial elevada,
prurido, evita a presenca de
sanguenas fezes, além de ser
utilizada comoadstringente,
cataplasma em doencas de pele, e
antiinflamatoria, antialérgica,
antioxidante, antiviral e como
reparadora de danos ao DNA.

estranguria,
diabetes,
acalma

Silva et al., (2007);
Mohamed; Ali; El-baz,

(2013); Chandrasekaran;

Venkatesalu (2004); Silva

SNet al. (2012).

Caule Ulceragbes aftosas e venéreas, | Chandrasekaran;
estomatites, afeccdes de | Venkatesalu (2004);
garganta,indigestéo, diarreia, | Migliato et al. (2006);
hemorragias, dispepsia, inflamacdes | Panchavarnakili et al.
locais, queimaduras, e outros. Além | (2012); Schossler, et al.,
disso, tem acdo anti-hipoglicemiante, | (2004)
antimicrobiana, cardiotonica,
antipirética e estimulante do SNC.

Fruto Diabetes, irritacdes da garganta, Mohamed; Ali; El-baz,
indigestéo, inflamacéo, febre, cancer, | (2013);
disturbios gastrintestinais e possui Chandrasekaran;
propriedades carminativas, Venkatesalu (2004);
refrigerante e antioxidante. Migliato et al. (2006).

Sementes Tosse, febre, problemas | Chandrasekaran;
dermatoldgicos, como rashes na | Venkatesalu,

boca, problemas de inflamacédo e
infeccdo da garganta e intestino, além
de tratar Ulceras do trato geniturinario,
causadas por Candida albicans. Além
disso, diminui o nivel deglicose no
sangue.

(2004);Elavarasi;
Saravanan, (2012).

Em relacdo a atividade antimicrobiana, Syzygium cumini se apresenta com

bom potencial frente a uma variedade de microrganismos. Esse fato € mostrado em
estudo desenvolvido por Nascimento, et al. (2000), em que dez plantas (Achillea

millifolium L. (mil-folhas), Caryophyllus aromaticus L. (cravo), Melissa

offficinalis L.(erva-cidreira), = Ocimun  basilucum L. (manjericdo), Psidium

guajaval.(goiaba), Punica granatum L.(romd), Rosmarinus officinalisL. (alecrim),

Salvia officinalis L.(salvia), Syzygium cumini L. Skeels (jamboldo) e Thymus
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vulgarisL. (tomilho) tiveram seus extratos de folhas e Oleos essenciais testados
frente a microrganismos sensiveis e resistentes em relagéo a antibioticos utilizados
na clinica, tais como: ampicilina, norfloxacino, gentamicina, ceftriaxona, amoxicilina,
entre outros. As cepas em estudo foram Staphylococcus aureus (ATCC 6538),
Salmonella choleraesuis(ATCC 10708), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442)e
oito cepas isoladas de ambiente hospitalar, como: Bacillus subtilis, Candida albicans,
Proteus spp., Klebsiella pneumoniae, Shigella spp., Proteus spp., Enterobacter
aerogenes e Escherichia coli. Comparando-se o0s resultados da atividade
antimicrobiana das dez plantas envolvidas nesta pesquisa, constatou-se que 0sS
extratos hidroalcodlicos de cravo e de jamboldao foram os mais eficazes. Cravo foi
capaz de inibir 64,2% dos microrganismos testados e jamboldo, atingindo 57,1%.

Michelin et al., (2005) avaliou a atividade antimicrobiana de extratos secos do
Syzigium cuminifrente a cepas padroes de Escherichia coli (ATCC 25922),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27583), e Staphylococcus aureus( ATCC 29213),
alevedura Candida albicans (ATCC 10231)e onze bactérias resistentes a antibioticos
isoladas de ambiente hospitalar: S. aureusnumeradas como 8, 36, 68, 115; E. coli
6.2 e 1.9c; Proteus sp 6.3; P. aeruginosa 6.4 e Enterobacter sp 1.17b. O extrato de
Syzigium cumini apresentou uma atividade expressiva, inibindo 40% dos
microrganismos estudados, sendo ressaltado o fato do S. cumininas concentracbes
de 50 e 60mg/mL, respectivamente, inibiu tanto bactérias Gram positivas quanto
Gram negativas.

Loguércio et al. (2005) avaliaram a atividade antimicrobiana de folhas de S.
cumini frente a 17 isolados bacterianos, das seguintes espécies: Staphylococcus
ssp., Staphylococcus aureus, Staphylococcus intermedius, Bacillus cereus,
Corynebacterium ssp., Rhodococcus equi, Streptococcus canis, Escherichia coli,
Salmonela Typhi, Staphylococcus cholerasuis, Pseudomonas aeruginosa e Proteus
spp., dentre eles, Gram positivos e Gram negativos. Constatou-se 100% de inibicédo
do crescimento sobre as bactérias testadas e os isolados bacterianos. Para os Gram
positivos foi observado um halo médio de 19,5 mm, enquanto que o dos Gram
negativos foi de 18,8 mm. Assim, 0os autores chegaram a conclusdo de que a
atividade antimicrobiana do jamboldo ndo apresentou diferenca de sensibilidade
entre microrganismos em relagédo aos Gram positivos e Gram negativos.

O Oleo essencial de folhas desta planta também foi comprovado

cientificamente por Shafi et al. (2002) como antibacteriano, especialmente contra
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Salmonella typhimurium e Escherichia coli, com halos de inibicdo de 20mm e 12mm,
respectivamente por intermédio do método de disco-difuséo.

Usando o método de discos e pocos, Oliveira et al.,, (2007) analisou a
atividade antifangica de extratos hidroalcodlicos de folhas do jamboldo sobre
Candida albicans(ATCC 10231), nas concentracbes de 100, 200 e 300mg/mL. A
Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) variou de 70 a 200pg/mL, mostrando-se ativo.
Assim como no estudo realizado por Michelin et al. (2005), utilizando a mesma
técnica de determinacdo da CIM com extrato liofilizado. Os resultados foram
satisfatorios para Escherichia coli(ATCC 25922), Proteus spp.(isolada clinicamente)
e Staphylococcus aureus(ATCC 29213), com CIM variando de 120 a 180mg/mL.

As folhas de jambolao foram testadas por Oliveira et al. (2007) frente a duas
leveduras (Candida albicans ATCC 10231 e Candida krusei ATCC 6258) e sete
bactérias (Enterococcus faecallis ATCC 19433, Escherichia coli ATCC 14948,
Kocuria rhizophila ATCC 9341, Neisseria gonorrhoeae ATCC 49226, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Shigella flexneri ATCC 12022 e Staphylococcus aureus
ATCC 25923) e trés cepasmultiresistentes isoladas de urocultura (Klebsiella
pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa) e hemocultura (Staphylococcus aureus).
Constatou-se gque o extrato foi ativo contra Candida krusei (halo de inibicdo de 14,7 +
0,3 mm e CIM = 70 pug/mL)e cepas multiresistentes de Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella pneumoniae e Staphylococcus aureus.

Estudos de atividade antimicrobiana com microrganismos que causam
desordens na cavidade oral ainda s&o poucos na literatura. No entanto, alguns tém
sido desenvolvidos frente a microrganismos que causam formacgéao de biofilme dental
tanto de Candida quanto de Streptococcus spp. (VIEIRA et al., 2012; MICHELIN et
al., 2005; HOFLING et al., 2010). Conforme pesquisa desenvolvida por Vieira et al.
(2012), testaram extratos macerados hidroalcodlicos de folhas de S. cumini e
diluicdes nas propor¢des de 1:1, 1:2, 1:4 e 1:8, por meio datécnica de difusdo em
agar frente a Streptococcus spp. (ATCC 15300), Streptococcus mutans (ATCC
25175), S. oralis (ATCC 10557), S. parasanguis (ATCC 903), S. salivarius (ATCC
7073), e Lactobacillus casei (ATCC 9595). Todas as linhagens se mostraram
sensiveis aos extratos com halos de inibicdo que variavam de 7 a 19 mm. A cepa
mais sensivel foi o S. parasanguis, o qual mostrou um halo de 19 mm, seguido por

S. mutans, S. oralis e L. casei. A Concentracao Inibitéria Minima, foi de 242.5 mg.ml
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! para Streptococcus spp., S.parasanguis e S. salivarius, j& 0s microrganismos que
apresentaram maior CIM foram S. mutans, S. oralis e L. casei (CIM = 485 mg.ml™).
Candida albicans CBS-562, C. dubliniensis CBS-7987, C. parapsilosis CBS-
604, C. tropicalis CBS-94, C. guilliermondii CBS-566, C. utilis CBS-5609, C. krusei
CBS-573, C. lusitaniae B-06, C. glabrata B-07 e C. rugosa B-12 de interesse clinico
foram testadas a fim de verificar a atividade antifungica de extrato diclometanico de
sementes de S. cumini. Os resultados foram satisfatorios com CIM variando entre
0.06 a 0.001 mg/mL indicando que novos agentes terapéuticos podem ser

formulados para inibir o crescimento de Candida (HOFLING et al., 2010).

2.3COMPOSICAO QUIMICA DO SYZYGIUM CUMINI (L.)SKEELS

O valor medicinal das plantas esta fundamentado na presenca de compostos
quimicos distribuidos em igual proporcao ou ndo em todas as partes das plantas. Os
mais importantes desses fitocompostos sao alcaloides, flavonoides, taninos,
saponinas e compostos fenolicos (PANCHAVARNAKILI et al., 2012).

A composi¢do quimica das folhas, frutos, sementes e cascas de caule tém
sido referenciadas por diversos autores. Alguns utilizam técnicas qualitativas, que so
indicam a presenca de tais compostos, outros, técnicas quantitativas e outros
trabalham com compostos isolados.

Por exemplo, em teste qualitativo para investigar composicdo quimica em
extrato metandlico de caule de S. cumini, verificou-se a presenca de flavonoides,
fendis, saponinas, taninos, esterois, terpendides em estudo realizado por
Jayachandra; Devi (2012). Além disso, Migliato et al. (2006) citam a presenca de
acido acetil oleandlico, triterpendides, &cido elagico, isoquercetina, quercetina,
canferol e miricetina.

As folhas s&o ricas especialmente em taninos e saponinas (LOGUERCIO et
al., 2005). Migliato (2005); Swami et al., (2012) afirmam que as folhas contém &cido
galico, metilgalato, canferol, miricetina, acido elagico, acido clorogénico, quercetina,
nilocitina, B-sitosterol, acido betulinico.

As sementes sdo compostas de taninos hidrolisaveis (acido galico, elagico,
corilagico), quercetina, antimelina, 6leo essencial (a e B-pineno, canfeno, mirceno,

limoneno, cis-ocimeno, trans-ocimeno, y -terpineno, acetato de bornila, a-copaeno, a
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-humuleno e candineno), materiais resinosos e glicose (MIGLIATO et al., 2007).
Segundo Swami et al. (2012) os frutos sdo compostos de antocianinas, delfinidina,

petunidina, diglucosideos de malvidina.

2.4 ATIVIDADE ANTIHEMOLITICA

As plantas ou qualquer outra substancia que apresente atividade hemolitica
provoca ruptura das hemaéacias, liberando hemoglobina. Esta é capaz de causar
danos ao figado, rins e coracdo (BEDNARCZUK et al., 2010).

Bednarczuk et al. (2010) enfatizam a importancia e citam trés maneiras
diferentes de se realizar esse teste, a saber: avaliacdo qualitativa por observacéo de
coloracdo vermelha decorrente da liberacdo de hemoglobina, observacdo de
formacao de halos de hemolise em placas de agar sangue e outra é a observacdo
de absorbancia em ultravioleta, recomendado pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA).

Uma importante pesquisa foi realizada com extratos hidroalcodlicos a 70%
liofilizados de folhas de Syzygium gratum, planta com mesmo género de jambolao
teve sua toxicidade avaliada por meio de testes para avaliar a capacidade
hemolitica. O extrato ndo se mostrou téxico para células vermelhas do sangue
humano (WORARATPHOKA; INTARAPICHET; INDRAPICHATE, 2012).

Desoti et al. (2011) testaram extratos metandlicos, hexanicos e de acetato de
etila de seis espécies vegetais, para avaliar o poder citotoxico. O teste mostrou-se
eficiente em relacdo a leitura visual da hemolise das suspensfes de heméacias
testadas com os extratos brutos. O extrato mais hemolitico (75% de hemdlise) foi o
hexanico de Psidium cattleyanum Sabine (vermelho) uma espécie da familia
Myrtaceae, conhecido popularmente como aracd, mostrando-se 75% de hemodlise
em todas as concentracdes estudadas. Esta planta é da mesma familia de S.
cuminie tem sua atividade antifungica frente a C. albicans ja elucidada ha muito
tempo conforme estudo de Limberger (1998).

O dleo essencial de folhas de S. cumini ndo se mostrou citotoxico, visto que o
percentual de hemdlise foi de apenas 11,3% na maior concentracao testada (800
ug/mL) (RODRIGUES, 2013).
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2.5 CONTROLE DE QUALIDADE FiSICO-QUIMICO

A qualidade de umfitoterapicoé determinada pela qualidadeda planta, do
produto intermedidrio e pelas propriedadesdo produto final, tendo em
consideracdoos requisitosde boas  praticasna  fabricacdo deprodutos
farmacéuticosde origem vegetal. O controle desses medicamentosemprega métodos
farmacognosticos, controle fisico-quimico e monitoramento  microbiolégico
(FONSECA,; SILVA; LEAL, 2010).

Os produtos naturais destinados ao uso farmacéutico devem ser elaborados
com seguranca. Os extratos devem ser padronizados com constituintes quimicos
conhecidos tanto do ponto de vista qualitativo como quantitativo (ALEXANDRE;
GARCIA; SIMOES, 2005).

Migliato et al. (2007) fizeram um controle de qualidade do fruto de Syzygium
cumini, envolvendo o controle microbioldgico e o controle fisico-quimico, por meio de
metodologias farmacopeicas e nao farmacopeicas para se certificar que essa droga
vegetal possa ser aplicada, com qualidade, para fins medicinais. Foi feita uma
contagem de bactérias e fungos que poderiam estar presentes na droga vegetal. Os
testes fisico-quimicos consistiram em: analise granulométrica; determinacdo da
densidade bruta do p6 do fruto; perda por secagem do fruto fresco; determinacéo da
perda por desseca¢do em balanca com infravermelho do p6 do fruto; determinagéo
do pH; determinacéo do teor de cinzas e determinacéo do teor de extrativos.

O objetivo dos testes fisico-quimicos, segundo Migliato et al. (2007) é:

a) Analise granulométrica: padronizar a granulometria da droga vegetal;

b) Determinacdo da densidade bruta;

c) pH: verificar a presenca de substancias acidas que possam influenciar a
estabilidade do farmacégeno;

d) Perda por dessecacao: fornecer informacées em relacdo ao correto
armazenamento e o controle de qualidade da droga vegetal, podendo
acarretar na perda do material por contaminacdo microbiana ou degradacao
dos constituintes quimicos;

e) Teor de cinzas: verificar impurezas inorganicas nao volateis que podem estar
presentes como contaminantes;

f) Teor de extrativos: avaliar o rendimento da extracdo com agua;
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g) Andlise térmica: TG € aplicada na caracterizacdo, determinacdo de pureza e
de umidade, identificacdo de pseudopolimorfismo, na avaliacdo da
estabilidade de farmacos e medicamentos e em estudos de cinética de
degradacédo. A DSC é utilizada na caracterizacdo térmica e determinacéao da
pureza de farmacos, estudos de compatibilidade entre os constituintes da
formulacdo e identificacdo de polimorfismo com determinacdo das entalpias
de cada forma cristalina (OLIVEIRA; YOSHIDA; GOMES, 2011);

h) Difracdo de raio X: técnica analitica empregada para caracterizar materiais,
com foco da avaliagéo de polimorfismo (SILVA; IHA, 2010);

i) Espectroscopia: avaliar a interagdo da radiacdo eletromagnética com a
matéria, sendo um dos seus objetivos a determinacdo dos niveis de energia
de atomos ou moléculas. Além disso, pode-se obter informacdes sobre a
estrutura molecular e as ligagbes quimicas de determinado composto
(GUIMARAES, 2011).
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Caracterizar a matéria prima vegetal obtida a partir do extrato de folhas de

Syzygium cumini (L.) Skeel, bem como analisar o seu perfil fitoquimico, a sua

citotoxicidade e a sua atividade antimicrobiana sobre microrganismos associados ao

biofilme dental.

3.2 ESPECIFICOS

Realizar um estudo de caracterizagéo fisico-quimica na droga vegetal;
Produzir extrato hidroalcodlico a 70%, de folhas de Syzygium cumini e
submeté-lo a um processo de liofilizacao;

Caracterizar o extrato liofilizado por andlise térmica e por difracdo de raio X;
Caracterizar o extrato liofilizado quimicamente por Espectroscopia
Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR);

Caracterizar as particulas do extrato por microscopia éptica e Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV);

Determinar o perfil fitoquimico, por meio da quantificacdo de compostos
ativos, tais como polifendis, flavonoides, saponinas e taninos condensados
no extrato liofilizado de Syzygium cumini;

Realizar ensaio de citoxicidade em suspensao de hemacias, sobre o extrato
liofilizado;

Determinar a Concentracao Inibitéria Minima (CIM), Concentracdo Bactericida
Minima (CBM) e Concentracdo Fungicida Minima (CFM) do extrato liofilizado

em microrganismos associados ao biofilme dental.
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Caracterizacao de novas matérias-primas obtidas de folhas de Syzygium
cumini (L.) Skeel (Myrtaceae)

Nathalia Alexandra de Oliveira Cartaxo, Cleildo Pereira Santana, Thaise Oliveira
Sampaio, Myllena Alves Xavier, Ana Claudia Dantas de Medeiros, Harley da
Silva Alves, Pedro Luis Rosalen, Jozinete Vieira Pereira.

RESUMO

Extratos secos tém sido utilizados como produtos finais e intermediarios na obtencao
de diferentes formas farmacéuticas fitoterpicas. Syzygium cumini L. Skeels
(jamboléao) apresenta propriedade antimicrobiana, antihipoglicemiante e antioxidante
e pode ser uma planta promissora para ser incorporada em uma formulacao.
Granulometria, densidade aparente, determinacgéo do pH, residuo seco e as técnicas
analiticas, como as espectroscopicas, a difracdo de raios-X e a analise térmica, sédo
exemplos de técnicas analiticas empregadas para caracterizar as matérias-primas
de origem vegetal. Desta forma, o objetivo deste estudo foi determinar a
granulometria, a densidade aparente, o pH, o teor de cinzas e o teor de agua da
droga vegetal S. cumini L., bem como caracterizar o extrato liofilizado desta planta
por técnicas analiticas. Os resultados mostram que a droga vegetal apresentou-se
como um pd grosso e 0s outros parametros avaliados estiveram dentro das faixas
preconizadas pela Farmacopéia Brasileira. A difracdo de raio-X, a microscopia Optica
e a microscopia eletrbnica de varredura sugeriram que as particulas do extrato sao
amorfas e possuem formatos irregulares, de modo que s&o Vvisualizados
aglomerados de diferentes tamanhos e morfologias. A decomposi¢ao térmica dos
componentes organicos na amostra se iniciou em uma etapa ocorrida entre 151,64 —
209,27°C, com perda de massa de 9,08%, seguida de outra etapa, cuja perda de
massa foi mais significativa (28,16%). O espectro de infravermelho sugeriu diversos
grupos funcionais dos compostos presentes no extrato liofilizado, em distintas
bandas de absorcéo. Portanto, as metodologias empregadas foram adequadas para
avaliar a autenticidade dessa espécie vegetal e podendo-se com isso, caracterizar o
extrato de folhas de S. cumini.

Palavras-chave: Autenticidade da matéria-prima, Técnicas analiticas, Syzygium
cumini.
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ABSTRACT

Dried plant extracts have been used as end products and intermediates in obtaining
the different dosage forms. Syzygium cumini L. Skeels (jamboldo) has antimicrobial,
antioxidant and antihipoglicemiante property and may be a promising plant to be
incorporated into a formulation. Particle size distribution, bulk density, determination
of pH, dry residue and analytical techniques such as spectroscopy, X-ray diffraction
and thermal analysis are examples of analytical methods used for characterizing the
raw materials of vegetable origin. Thus, the aim of this study was to determine the
particle size, bulk density, pH, solubility, ash and moisture content of the plant drug
S. cumini L. and characterize the lyophilized extract of this plant by analytical
techniques. The results shows that the plant drug was presented as a coarse powder
and the other parameters evaluated were within the ranges recommended by the
Brazilian Pharmacopoeia. The X-ray diffraction, optical microscopy and scanning
electron microscopy suggest that the extract particles are amorphous and have
irregular shapes, so that clusters of different sizes and morphologies are
displayed.Thermal decomposition of organic components in the sample started in a
step occurring between 151.64 to 209.27 ° C with mass loss of 9.08%, followed by a
step whose weight loss was more significant (28.16%). The IR spectrum suggested
various functional groups of compounds present in the lyophilized extract in different
absorption bands. Thus, the methodologies employed were adequate to evaluate the
authenticity of this plant species and with that we could characterize the leaf extract
of S. cumini.

Keywords: Raw material Authenticity, analytical techniques, Syzygium cumini
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1 INTRODUCAO

O Brasil € considerado como um dos paises de maior diversidade biologica
por abrigar 25% da flora mundial. As plantas tém sido utilizadas como prot6tipos
para o0 desenvolvimento de farmacos, matérias-primas farmacéuticas e
medicamentos fitoterapicos. Estes se mostram como uma alternativa terapéutica
interessante, pois 0os medicamentos industrializados apresentam diversas reagdes
adversas ja conhecidas. Quando se trata dos antimicrobianos, as plantas podem ser
uma alternativa aos antibidticos sintéticos, 0s quais S80 mais 0nerosos e
frequentemente os microrganismos tém desenvolvido mecanismos de resisténcia
frente a esses farmacos (ALBUQUERQUE, 2010; CARTAXO; SOUZA;
PANCHAVARNAKILI et al., 2012; SILVA et al., 2012).

Syzygium cumini (L.) Skeels, espécie da familia Myrtaceae, conhecida
popularmente por jambol&o, proveniente da india, Tailandia, Filipinas e Madagascar
é cultivada em alguns paises, incluindo o Brasil, especialmente nas regides Sudeste,
Norte e Nordeste (MIGLIATO et al, 2006).E conhecida por suas
propriedades antidiarreica, anti-inflamatéria, antidiabética, antimicrobiana e
antioxidante. E popularmente utilizada como bochechos para afecc¢ées bucais e para
tratar constipacao, leucorreia e febre (COSTA et al., 2009; ELANSARY et al., 2012).

As folhas s&o ricas especialmente em taninos e saponinas (LOGUERCIO et
al., 2005). Migliato (2005); Swami et al. (2012) afirmam que as folhas contém acido
galico, metilgalato, canferol, miricetina, acido elagico, acido clorogénico, quercetina,
nilocitina, B-sitosterol e 4cido betulinico.

Extratos vegetais secos, obtidos por nebulizacdo ou liofilizagdo, tém sido
utilizados como produtos finais e intermediérios na obtencé@o de diferentes formas
farmacéuticas, apresentando-se cerca de duas a seis vezes mais potentes do que
as drogas que lhes deram origem (COSTA et al., 2009). Esse tipo de extrato, por ser
na forma de pd, tem a vantagem de ter maior estabilidade fisica, quimica,
microbiolégica, melhor padronizacdo e maior concentracdo de compostos
fitoquimicos em relagédo ao extrato fluido (FERNANDES et al., 2013).

Na producdo de um fitoterdpico com qualidade e segurangca é essencial
executar um controle de qualidade da matéria prima vegetal, seguindo critérios

farmacopéicos. Inclusive, a Resolucdo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria-
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ANVISA/RDC n°® 14 de 31 de Margco de 2010 que dispbe sobre o registro de
medicamentos fitoterdpicos (Brasil, 2010), exige a documentacao de todas as acdes
direta ou indiretamente relacionadas a sua producédo (BARNI; FILHO; COUTO,
2009).

Espectroscopia de infravermelho, difracdo de raios-X, analise térmica e
microscopia eletrbnica de varredura sdo exemplos de técnicas analiticas
empregadas para caracterizar compostos provenientes de plantas medicinais além
de seus produtos intermediarios e extratos vegetais (FERNANDES et al., 2013).

Estudos de caracterizacdo de extrato seco obtido a partir de plantas
medicinais da folha de Syzygium cumini sdo escassos na literatura. Por isso, essa
pesquisa se propde a contribuir com a autenticidade da droga vegetal e do extrato
liofilizado de Syzygium cumini (L.) Skeel, a partir do conhecimento das suas
caracteristicas fisicas, quimicas e de interesse ao desenvolvimento tecnolégico de

fitoterapicos.

2 METODOLOGIA

2.1 DROGA VEGETAL

O material botanico utilizado na pesquisa foi folhas de Syzygium cumini (L.)
Skeels — Myrtaceae, as quais foram coletadas em Dezembro de 2012, na Chacara
Flor do Campo, localizada na zona rural do Municipio de Campina Grande/PB. Em
seguida, foi preparada uma exsicata que foi depositada, no Herbario Arruda Camara,
da Universidade Estadual da Paraiba (CG) sob nimero 084. O material vegetal foi
seco/desidratado em uma estufa de secagem com circulacdo de ar (FANEM —
Modelo 330/ 5), a temperatura de 45°C até a estabilizacéo final do peso. As folhas
foram processadas em moinho de facas (Solab Cientifica) de 10 mesh, para se obter
uma granulometria padronizada, conforme preconiza a Farmacopéia V (2010).

Foram obtidas 920 gramas do p6 da planta.
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2.2 PREPARACAO DO EXTRATO

O extrato hidroalcodlico de S. cumini (L.) Skeels foi preparado pelo
esgotamento da droga vegetal por meio do processo de percolacdo, por cinco dias;
utilizou-se a proporcédo de 100g da droga vegetal moida para 1000 mL de solucao
etandlica a 70% (POLITI, et al., 2010). Essa etapa foi realizada no Laboratorio de
Desenvolvimento e Ensaios em Medicamentos da Universidade Estadual da
Paraiba.

Em seguida, o extrato foi submetido ao processo de liofilizagcdo (LS 3000
Terroni®) no Laboratorio de Multiusuario de Caracterizacdo e Analises da
Universidade Federal da Paraiba/UFPB. Os extratos hidroalcodlicos foram
liofilizados a temperatura de 20 a 40°C em um liofilizador LS3000 Terroni.

Para prever o rendimento do processo de liofilizacdo, determinou-se o residuo

SecCo.

2.3 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DA DROGA VEGETAL

Os ensaios foram realizados de acordo com o preconizado pela Farmacopeia
Brasileira (1988; 2010), no Laboratério de Desenvolvimento e Ensaios em
Medicamentos da Universidade Estadual da Paraiba.

2.3.1 Granulometria

Vinte e cinco gramas das folhas foram moidas e submetidas a passagem
forcada por vibracdo, através de tamises, com abertura de malhas correspondentes
a 710, 355, 180, 150, 75 e 38 um, os quais foram previamente pesados. Utilizou-se
um tamisador (Bertel®) com rotacdo de 2500 rpms, durante 15 minutos. Apds este
processo, as fracdes foram retiradas dos tamises e do coletor e quantificadas quanto

as suas proporgoes.

2.3.2 Determinacao da densidade aparente nao compactada
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Uma proveta de 250 mL foi previamente pesada e, posteriormente,
preenchida com a droga vegetal. A densidade aparente foi determinada com os
dados de volume e massa, de acordo com 0s seguintes calculos:

Dap = Mpc — Mpv / Vp
Em que: Dap=densidade aparente; Mpv = massa da proveta vazia; Mpc =
massa da proveta cheia; Vp = volume da proveta.

2.3.3 Determinacao do pH

Foi preparada uma solugéo a 1% (p/V) por infusdo com a droga vegetal por
15 minutos. ApoOs este tempo, a mistura foi filtrada e arrefecida, procedendo-se a
leitura em pHgametro (Hanna instruments®). O experimento foi realizado em

triplicata e os resultados equivalem a média dessas medicoes.
2.3.4 Determinacao do teor de cinzas totais

Cadinhos de porcelana foram previamente calcinados em mufla a 550°C por
30 minutos, resfriados em dessecador (15 minutos) e suas massas (taras) foram
determinados em balanca analitica. Em cada cadinho foram adicionados cerca de
3,0 g da droga vegetal triturada, pesados em balanca analitica, os quais foram
incinerados (levados ao estado de carvao) e, posteriormente, submetidos a
calcinacdo em mufla a temperatura de 550°C por seis horas.

Foram deixados em dessecador para arrefecimento (15 minutos), com
pesagem realizada posteriormente. A técnica foi repetida até massa constante. O
resultado foi expresso em porcentagem em massa de cinza na droga (%, m/m) e

representa a média de trés determinagdes.
2.3.5 Determinacao do teor de agua

Essa analise foi realizada através da técnica de perda por dessecagcao. Foram
pesados 2g da droga e colocados em “pesa-filtros” previamente tarados. Em
seguida, foram levados até estufa (Quimis® modelo 03/7M-32) a 105°C por duas
horas. Apds esse tempo, os “pesa-filtros” foram mantidos para arrefecimento em

dessecador por mais 30 minutos, e, posteriormente, pesados. Depois dessa
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pesagem, os “pesa-filtros” foram colocados normalmente em estufa, repetindo o
procedimento, até obtencdo de massa constante. Os resultados foram expressos em

perda de massa percentual, através da média de trés determinacoes.

2.4 DETERMINACAO DO TEOR DE RESIDUO SECO DO EXTRATO ETANOLICO
70%

Transferiu-se 2 mL de extrato liquido para placas de Petri, as quais foram
evaporadas em banho-maria. Os residuos foram colocados em estufa (03/7M-32
Quimis®) a 105°C, por quatro horas, resfriados em dessecador e pesados. Esta
andlise foi realizada em triplicata e o teor de residuo seco calculado, em
porcentagem, pela raz8o entre a massa de residuo depositada no cadinho e a
massa inicial de extrato, correspondente a aliquota de 2 mL (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010).

2.5 CARACTERIZACAO ANALITICA DO EXTRATO LIOFILIZADO

2.5.1 ANALISE MORFOLOGICA DAS PARTICULAS

As analises microscépicas foram realizadas no Laboratério de Avaliagdo e
Desenvolvimento de Biomateriais da Universidade Estadual da Paraiba
CERTBIO/UEPB.

2.5.1.1 Microscopia optica

Foi utilizado um videomicroscépio Hirox®, modelo KH-7700, nos aumentos de
140, 280, 420, 560 e 1400x.

2.5.1.2 Microscopia eletronica de varredura (MEV)
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Foi utilizado um microscépio Hitachi® TM 1000 para a visualizacdo das
particulas do extrato, a fim de verificar a morfologia das particulas. As amostras
foram visualizadas nos aumentos de 100, 500, 1000, 2000, 3000, 5000 e 10000x.

2.5.2 ANALISE TERMICA

As analises foram realizadas no Laboratério de Avaliacdo e Desenvolvimento
de Biomateriais da Universidade Estadual da Paraiba (CERTBIO/UEPB).

A DSC foi realizada em um equipamento DSC, modelo Q20, marca TA
Intruments, utilizando-se amostra de 2,0 mg acondicionadas em panelas herméticas
com furo na tampa. Foi analisado em atmosfera de nitrogénio (50 mL min™), na faixa
de temperatura de 25 a 400°C, com raz&do de aquecimento de 10°C min™. As curvas
foram plotadas utilizando o software Universal Analysis 2000.

As curvas termogravimétircas foram obtidas em um analisador simultaneo
SDT Q600 (TA Instruments), também em atmosfera de nitrogénio (50 mL min-1), na
faixa de temperatura de 25 a 900°C, com razdo de aquecimento de 10°C min™* As

curvas foram plotadas utilizando o software Universal Analysis 2000.

2.5.3 DIFRACAO DE RAIO-X

A andlise de difracdo de raios-X foi realizada no CERTBIO/UEPB. Utilizou-se
um difratdmetro modelo XRD-600 da Shimadzu®. O angulo de varredura (26) foi de
2° a 70°, com uma razao de 2°/min e sistema de Cu (Ka1). O equipamento foi
operado em voltagem de 40,00 kV e corrente de 30 mA. Os dados foram analisados

utilizando o software Origin® versyo 8.0.

2.5.4 [ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO INFRAVERMELHO, COM
TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)

A Espectroscopia na regido do infravermelho foi realizada no Centro de
Biotecnologia (CBIOTEC/UFPB).
O extrato liofilizado das folhas foi submetido a analise por FTIR. As analises

foram realizadas em um aparelho Perkin-Elmer® modelo 1600, utilizando discos KBr,
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no intervalo de 4000 - 400 cm™. As curvas foram plotadas, utilizando o software
Perkin Elmer UV WinLab.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DA DROGA VEGETAL

A Farmacopeia Brasileira (2010) preconiza uma classificagdo para a
dimensdo das particulas do pé da droga vegetal, em grosso, moderadamente
grosso, semifino, fino e finissimo. E considerado p6 grosso, quando no maximo 40%
da amostra passa pelo tamis com abertura nominal de 355 um e moderadamente
grosso quando as particulas passam em sua totalidade pelo tamis com abertura
nominal de malha de 710 uym. Sendo assim, ndo houve passagem total das
particulas na malha de 710 ym, e sim uma retencédo de 22, 85%, ndo podendo ser
classificado como moderadamente grosso (tabela 1). De acordo com os resultados
apresentados, o p6 das folhas de S. cumini comporta-se como grosso, pois houve

retencdo do pé de um pouco mais que 40% na malha de 355 mm.

Tabela 1. Analise granulométrica do p6 das folhas de S. cumini.

AMOSTRA
TAMANHO DA MALHA (um) % do p6

Peso (g) retido
710 5,569 22,85
355 10,353 42,49
180 3,507 14,40
150 0,315 1,30
75 2,562 10,51
38 1,593 6,54

Coletor 0,468 1,92
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Nesse estudo, o diametro meédio foi de 0,3545 mm, estando dentro da faixa
aceitdvel para uma boa extracdo. Quando o diametro médio de uma particula é
muito pequeno, ou seja, inferior a 0,2 mm, a filtracdo pode ficar prejudicada e,
consequentemente, a concentracdo das substancias ativas. Quando € grande,
acima de 0,8 mm, pode impedir a penetracdo do liquido extrator a todas as
particulas, produzindo resposta direta na eficiéncia da extracdo. O tamanho da
particula influencia diretamente na velocidade de dissolucdo, suspensibilidade e
uniformidade na distribuicdo para que o0 extrato tenha a eficacia esperada
(ALBERTON et al., 2001; AULTON, 2005).

Tabela 2. Caracterizagao fisico-quimica do p6 da folha de S. cumini.

PARAMETROS VALORES OBTIDOS ESPECIFICACOES

Densidade aparente ndao 0,500 £ 0,005 -
compactada (g/mL)

pH 5,30 + 0,023 -
Teor de Cinzas Totais 6,142 £+ 0,233 No maximo 14%
(%)

Perda por dessecacéao 8,406 + 0,332 8-14%

A analise dos resultados com a droga vegetal estudada indicou a presenca de
substancias acidas, pois o valor encontrado de pH foi de 5,30 (tabela 2). Outro
estudo (Migliato et al., 2007), sendo que realizado com o fruto de S. cumini, o pH
encontrado nessa andlise foi 4,09, revelando um pouco mais de acidez do que no
atual trabalho, o qual foi realizado com folhas. Efeito semelhante ocorreu com a
densidade aparente, em que, comparando-se a outra pesquisa (Migliato et al., 2007)
realizada com frutos de S. cumini, os resultados foram bem préximos, ou seja, folhas
apresentaram uma densidade aparente de 0,50g/mL (tabela 2) e frutos 0,86g/mL.

Os resultados para teor de cinzas (tabela 2) indicam que a presenca de
materiais inorganicos em folhas de S. cumini, apresentou-se dentro da faixa
preconizada pela Farmacopéia Brasileira (2010), ou seja, abaixo de 14%.

O teor de agua presente na droga vegetal mostra que os valores obtidos na
analise das folhas secas de S. cumini estdo dentro dos limites estabelecidos (8-14%)
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pela Farmacopeia Brasileira (2010) (tabela 2). Estudo semelhante, diferindo apenas
na parte da planta estudada, ou seja, foi realizado com os frutos de S. cumini, 0os
quais apresentaram o valor de perda por dessecacao em torno de 20%, mostrando-
se fora dos limites preconizados pela Farmacopeia (ALBERTON et al., 2001). Assim,
pode-se considerar estabilidade microbiol6gica e quimica por conter baixo teor de
agua, dificultando o desenvolvimento de fungos e bactérias, hidrélise e atividade
enzimatica com consequente deterioracdo de constituintes quimicos (MARQUES et
al., 2012).

3.2 DETERMINACAO DO TEOR DE RESIDUO SECO DO EXTRATO ETANOLICO
70%

Para 2 mL, o peso foi de 0,016 g e o rendimento cerca de 1,08% (tabela 3).
Foi calculada a quantidade do residuo para o processo de liofilizagdo de 500mL do
extrato etandlico 70%, o que rendeu uma massa de 4.066 gramas. Constatou-se que
o rendimento desse extrato vegetal pode ser considerado baixo, pois € necessaria
grande quantidade de extrato hidroalcodlico para se obter o extrato liofilizado em

massa.

Tabela 3. Determinacao do residuo seco.

PESO SECO RENDIMENTO

0,016 g + 0,001 1,083 % + 0,006

3.3 CARACTERIZACAO ANALITICA DO EXTRATO LIOFILIZADO
3.3.1 Microscopia 6ptica
Foram verificadas a forma de distribuicdo das particulas do extrato liofilizado

de S. cumini e sua morfologia por meio de microscopia Optica, com video

microscopio, em varias dimensodes.
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Observou-se que as particulas sdo amorfas (figura 1), com auséncia na

padronizacao nas suas dimensoées, apresentando varios tamanhos e formatos.

Figura 1. Microscopia 6ptica nos aumentos de 140, 280, 420, 560 e 1400x.

3.3.2 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Observou-se na Microscopia Eletronica de Varredura (figura 2) que as
particulas apresentaram formatos irregulares, mostrando-se como aglomerados de
particulas de diferentes tamanhos e morfologia, 0 que confirma os resultados da

microscopia Optica (figura 1). Um extrato seco deve apresentar tamanho das
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particulas uniformes, de forma que promova um bom fluxo de pés e boa densidade
(CHAVES; DA COSTA,; FREITAS, 2009).

2014/03/06 09:12 D43 x100 1mm Pedido6614 2014/03/06 09:14 D43 x500 200 um
Extra. Liof. vegetal Extra. Liof. vegetal

2014/03/06 09:15 D43 x1,0k 100 um Pedido6614 2014/03/06 09:16 D43 x2,0k 30 um
Extra. Liof. vegetal Extra. Liof. vegetal

= & - —
Pedido6614 2014/03/06 09:19 D44 x50k 20um
Extra. Liof. vegetal Extra. Liof. vegetal

Pedido6614 2014/03/06 0920 D44 x10k 10um
Extra. Liof. vegetal

Figura 2. Imagens da Microscopia eletrdnica de Varredura nos aumentos de 100, 500, 1000, 2000,
3000, 5000 e 10000x.
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O extrato de S. cumini, entretanto, mostrou uma tendéncia a formar
aglomerados (figura 2), sendo esse um fator que indica uma propriedade deficiente
de fluxo de po, além de provavelmente influenciar suas caracteristicas de densidade
e higroscopicidade. Para a incorporacdo do extrato de S. cumini em formas
farmacéuticas, serd imprescindivel o uso de adjuvantes apropriados para a melhoria
dessas caracteristicas tecnolégicas.

Estudo com extrato seco de Rhamnus purshiana (C4scara sagrada), teve um
baixo valor de higroscopicidade (4,69 + 2.04 and 11,53 + 1,45 g) devido a alta
concentragdo de exicipiente farmacéutico utilizado no processo de secagem. Seu
uso favoreceu o angulo de repouso, indice de Carr, teor de &gua e

higrosocopicidade simultaneamente (GALLO et al. 2011).

3.3.3 Analise térmica

Na curva de DSC, entre as temperaturas de 59,46 e 80,78°C (tabela 5) pode-
se considerar que houve um evento endotérmico (14,79 J/g). Esse evento foi
atribuido a perda de alguns produtos volateis da amostra, como solvente residual.
No intervalo de temperatura entre 114,82-150,69°C houve o maior pico endotérmico
da DSC, com energia de 61,76 J/g. Em uma pesquisa realizada por Fernandes et al.
(2013) os extratos secos de Schinopsis brasiliensis e Ximenia americana foram
avaliados quanto ao comportamento térmico por DSC. Percebeu-se que a faixa de
temperatura em que ocorreram 0sS primeiros e mais importantes eventos de DSC na
atual pesquisa foi semelhante a faixa apresentada por Fernandes et al., (2013),
entre 39,17°C e 126,14°C. Tal fenbmeno, provavelmente esta associado a natureza
do tipo de extrato vegetal estudado, ou seja, extrato seco. Na faixa de temperatura
entre 213,10°C e 285,03°C houve um evento endotérmico sutil.

Ocorreram cinco eventos de decomposicdo térmica (tabela 4) através da
Termogravimetria (figura 3A). Evidenciou-se uma perda de massa que se iniciou a
59,07°C e terminou em 114,77°C, revelando uma alteracdo de 3,28% na massa do

material. Na faixa de 114,77-151,64°C a perda de massa foi um pouco maior, 3,58%.
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Tabela 4. Resultados da curva de TG do extrato liofilizado de folhas de S. cumini.

ETAPAS DE INTERVALO °C PERDA DE MASSA
DECOMPOSICAO (%)
Primeira 59,07 — 114,77 3,28
Segunda 114,77 — 151,64 3,58
Terceira 151,64 — 209,27 9,08
Quarta 209,27 — 385,15 28,16
Quinta 385,15 - 692,37 19,89

Nota: TG = termogravimetria

Tabela 5. Eventos térmicos apresentados na curva de DSC do extrato liofilizado de folhas de S.
cumini.

EVENTO INTERVALO (°C) TEMPERAT. DO PICO CALOR
(°C) ENVOLVIDO
(J/9)
Primeiro 59,46 — 80,78 67,47 14,79
Segundo 114,82 — 150,69 129,90 61,76

Nota: DSC = Calorimetria Diferencial de Varredura
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Figura 3. Curvas de DSC (A) e TG (B) do extrato liofilizado de S. cumini.

A decomposicdo dos componentes organicos na amostra se iniciou em uma
etapa ocorrida entre 151,64 — 209,27°C, com perda de massa de 9,08%, seguida de
outra etapa cuja perda de massa foi mais significativa (28,16%). Estudo com extrato
liofiizado (Costa et al.,, 2013) de Heliotropium indicum L. mostrou que a
decomposicdo se iniciou a temperatura de 155,00°C e a perda de massa foi de
24,00%, o que se assemelhou bastante ao atual estudo, devendo ser provavelmente

caracteristica desse tipo de secagem de extratos vegetais. Foi possivel ainda
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verificar uma etapa de decomposicao entre as temperaturas de 385,15 - 692,37°C,
com perda de massa de 19,89%. As etapas de degradacéo térmica que ocorrem em
diferentes temperaturas sao devido ao fato de amostras de drogas vegetais serem
misturas multicomponentes de compostos organicos e inorganicos, e suas curvas de
decomposicao térmica estarem envolvidas com fenémenos fisico-quimicos que
ocorrem quando a mesma € aquecida. Além disso, ha influéncia da forma e
imperfeicbes das particulas e perda de produtos gasosos (WESOLOWSKI,
KONIECZYNSKI, 2003; FERNANDES et al., 2013; COSTA et al., 2013). Ao final da
curva TG, obteve-se um residuo de 30,02%. N&o foi possivel determinar o teor de
cinzas da amostra, uma vez que ao final da faixa de analise, a amostra ainda nao

havia finalizado todos os seus processos de degradacao.

3.3.4 Difracao de raios-X

De acordo com o difratograma (figura 4), o extrato mostrou alto grau de
amorfizacdo entre os angulos 20 e 30° ndo sendo observados picos de

cristalinidade.

| —— S. cumini (Folha)

250

225

200

175 1

150 +

125 1

Intensity (u. a.)

100

75 {

50

25 4

0
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Figura 4. Difratograma do extrato liofilizado de S. cumini.

A presenca de um ruido de diferentes intensidades pode ser explicada pelo

fato de o extrato consistir em uma matriz complexa de substancias nao identificadas,
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o que dificulta a formacao de arranjos cristalinos durante o processo de secagem.
Esse efeito pode ser observado também no estudo com extrato seco de Schinopsis
brasiliensis Engl., com angulos entre 10 e 30° ( FERNANDES et al., 2013).

3.3.5 Espectroscopia na regido do infravermelho, com transformada de Fourier
(FTIR)

O espectro na regido do IV para o extrato de folhas de S. cumini apresentou
fortes absorcdes na regido de 3357 cm™ caracteristica de estiramento axial de O-H,
como é mostrado na figura 5. Bandas de absorcdo na regido de 2931cm™ foram
visiveis, tipicas de vibracdo de estiramento C-H (alcano), sendo atribuidas a
natureza de compostos organicos no extrato. A presenca de carbonos do tipo sp® em
grupamento metil, € demonstrada nas bandas de 1363 e 1450 cm™Os picos de
média intensidade observados na regido 1041 e 1232 cm™ estéo relacionados com
ligacbes carbono-oxigénio (CO) caracteristicos de grupos funcionais como éter,
ésteres e acidos carboxilicos, os quais sdo indicativos de uma ampla variedade de
metabolitos, tais como taninos, flavondides e antraquinonas, entre outros
(FERNANDES et al.,, 2013). Tal efeito também é mostrado em uma banda de
absorcdo de média intensidade em 1703 cm™, sugestiva de grupo carbonilico. A
banda de absorcdo em 1618 cm™ é indicativa de ligagdo C=C. A absorcédo em 604

cm™ sugere a presenca de CH aromatico (FERNANDES et al., 2013).
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Figura 5. Espectro de infravermelho do extrato liofilizado de S. cumini.

Um grupo de pesquisadores (KUMAR; YADAV; YADAYV, 2010), realizou um
estudo semelhante a este, de caracterizacdo espectroscOpica na regido de
infravermelho do extrato de folhas de S. cumini. Comparando-se os dois espectros,
percebeu-se que as bandas de absorcdo entre eles foram muito parecidas,

ratificando a presenca dos grupos funcionais encontrados no atual estudo.
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4 CONCLUSAO

Amostras da planta medicinal Syzygium cumini L. Skeel, tanto a droga vegetal
quanto o extrato liofilizado, foram caracterizadas, através de técnicas analiticas. As
metodologias empregadas foram adequadas para avaliar a qualidade dessa espécie
vegetal que, no geral, mostraram resultados satisfatérios.

Embora tenha demonstrado diferentes tamanhos de particulas, confirmado na
Microscopia Eletronica de Varredura que influencia as propriedades de fluxo, as
particulas mostraram-se amorfas, tipicas de extratos vegetais.

Neste caso, entretanto, sera necessario o uso de adjuvantes apropriados para
a melhoria dessas caracteristicas tecnoldgicas.

O perfil térmico e o espectroscopico na regido do IV tracados para a matéria-
prima vegetal foram relevantes para a caracterizacao de S. cumini.

Diante do exposto, importantes informac6es podem ser sugeridas em caso de
futuros estudos com essa planta medicinal, servindo também de base para o

desenvolvimento de formas farmacéuticas com extrato seco de S. cumini.



70

REFERENCIAS

ALBERTON, J. R.; RIBEIRO, A.; SACRAMENTO, L. V. S.; FRANCO, S. L.; LIMA, M.
A. P. Caracterizacdo farmacognostica do Jamboldo (Syzygium cumini L. Skeels).
Revista Brasileira de Farmacognosia, v. 11, n. 1. p.37-50. 2001.

AULTON, M. E. Delineamento de formas farmacéuticas. 2.ed. Porto Alegre:
Artmed, 2005. 677p.

BARNI, S. T.; FILHO VC; COUTO AG. Caracterizacdo quimica e tecnoldgica das
folhas, caules e planta inteira da Ipomoea pes-caprae (L.) R. Br., Convolvulaceae,
como matéria-prima farmacéutica. Revista Brasileira de Farmacognosia, Joao
Pessoa, v. 19, n. 4, oct./dez. 2009.

BRASIL. Ministério da Saude. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Resolucao
de Diretoria Colegiada n°® 14 de 31 de marco de 2010. Dispde sobre o registro de
medicamentos fitoterapicos. D.O.U., 5. abr. 2010.

CARTAXO, S. L.; SOUZA, M. M. A.; ALBUQUERQUE, U. P. Medicinal plants with
bioprospecting potential used in semi-arid northeastern Brazil. Journal of
Ethnopharmacology, v. 131, p. 326—342, jul. 2010.

CHAVES, J.S.; COSTA, F. B. da; FREITAS, L. A. P. Development of enteric coated
tablets from spray dried extract of feverfew (Tanacetum parthenium L.). Brazilian
Journal of Pharmaceutical Sciences, v. 45, p. 573-584, 2009.

COSTA, A. C. B. P. da; PEREIRA, C. A.; FREIRE, F.; JUNQUEIRA, J. C.; JORGE,
A. O. C. Atividade antifungica dos extratos glicélicos de Rosmarinus officinalis Linn e
Syzygium cumini Linn. sobre cepas clinicas de Candida albicans, Candida glabrata e
Candida tropicalis. Revista de Odontologia da UNESP, v. 38, n. 2, 111-116,
mar./abr. 2009.

COSTA, R.S. da; OZELA, E.F.; BARBOSA, W. L. R.; PEREIRA, N. L.; JUNIOR,
J.0.C. Caracterizacao fisica, quimica e fisico-quimica do extrato seco por
nebulizacdo (spray-drying) de Cynara scolymus L. (Asteraceae). Revista Brasileira
de Farmacognosia, v.90, n. 3, p. 169-174, 2009.

COSTA, R.S.; NEGRAO, C.A.B.; CAMELO, S.R. P.; COSTA, R. M. R.; BARBOSA,
W.L. R.B.; COSTA, C. E. F.; SILVA-JUNIOR, J. O. C. Investigation of thermal
behavior of Heliotropium indicum L. lyophilized extract by TG and DSC. Journal
Thermal Analysis and Calorimetric, v. 111, p.1959-1964, 2013.

ELANSARY, H. O.; SALEM, M. Z. M.; ASHMAWY, N. A.; YACOUT, M. M. Chemical
Composition, Antibacterial and antioxidant activities of leaves essential oils from
Syzygium cumini L., Cupressus sempervirens L. and Lantana camara L. from Egypt.
Journal of Agricultural Science, v. 4, n. 10, aug. 2012.

FARMACOPEIA BRASILEIRA. 4 ed. Sao Paulo: Editora Atheneu, 1988.



71

FARMACOPEIA BRASILEIRA. 5 ed. v. 1. Brasilia: Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria, 2010.

FERNANDES FHA, SANTANA CP, SANTOS LS, CORREIA LP, CONCEI(;AO MM,
MACEDO RU, MEDEIROS, ACD. Characterization of dried extract of medicinal plant
by DSC and analytical techniques. Journal of Thermal Analysis and Calorimetry,
v. 113, p. 443-447, 2013.

GALLO, L.; LLBOT, J. M.; ALLEMANDI, D. ; BUCALA, V.; PINA, J. Influence
of spray-drying operating conditions on Rhamnus purshiana (Cascara
sagrada) extract powder physical properties. Powder Technology, v.
208, p. 205-214, 2011.

KUMAR, V.; YADAYV, S. C.; YADAYV, S. K. Syzygium cumini leaf and seed extract
mediated biosynthesis of silver nanoparticles and their characterization. Journal of
Chemical Technology and Biotechnology, v. 85, p. 1301-1309, 2010.

LOGUERCIO, A. P.; BATTISTIN, A.; VARGAS, A. C.; HENZEL, A.; WITT, N. M.
Atividade antibacteriana de extrato hidro-alcodlico de folhas de jamboldo (Syzygium
cumini L. Skells). Ciéncia Rural, Santa Maria, v. 35, n. 2, p. 371-376, mar./abr. 2005.

MARQUES, G. S. M.; LYRA, M. A. M,; PEIXOTO, M. S.; MONTEIRO, R. P. M;;
LEAO, W. F.; XAVIER, H. S.; SOARES, L. A. L.; NETO, P. J. R. Caracterizacio
fitoquimica e fisico-quimica das folhas de Bauhinia forficata Link coletada em duas
regides brasileiras. Revista de Ciéncias Farmacéuticas Basica e Aplicada, v. 33,
n. 1, p. 57-62, 2012.

MIGLIATO, K. F. Syzygium cumini (L.) Skeels - Jamboldo: Estudo
farmacognostico, otimizacdo do processo extrativo, determinacdo da atividade
antimicrobiana do extrato e avaliacdo da atividade antisséptica de um sabonete
liguido contendo o referido extrato. 2005. 181 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias
Farmacéuticas) - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Estadual
Paulista, Araraquara, 2005.

MIGLIATO, K. F.; BABY, A. R.; ZAGUE, V.;: VELASCO, M. V. R.; CORREA, M. A;;
SACRAMENTO, L. V. S.; SALGADO, H. R. N. A¢cédo farmacoldgica de Syzygium
cumini (L.) Skeels. Acta Farmaceutica Bonaerense, v.25, p.310-314, 2006.

MIGLIAATO, K. F.; MOREIRA, R. R. D.; MELLO, J. C. P.; SACRAMENTO, L. V. S
CORREA, M. A.; SALGADO, H. R. N. Controle da qualidade do fruto de Syzygium
cumini (L.) Skeels. Brazilian Journal of Pharmacognosy, v.17, n.1, p.94-101, 2007.

PANCHAVARNAKILI, N.; SELVI, S. T.; PAVAI, D.; PANNEERSELVAM, A,
PRABAKARAN, M. Antimicrobial studies and phytochemical screening of stem bark
in Syzigium cumini (L.) and Lannea coromentalica Houtt (Merr.). Asian Journal of
Plant Science and Research, Estados Unidos,v. 2, n. 2, p. 89-94, 2012.

POLITI, F. A. S.; MOREIRA, R. R. D.; SALGADO, H. R. N.; PIETRO, R. C. L. R.
Testes preliminares de motilidade intestinal e toxicidade oral aguda com extrato de
cascas pulverizadas de Endopleura uchi (Huber) Cuatrec. (Humiriaceae) em



72

camundongos. Revista Pan-Amazo6nica de Saude, Sédo Paulo, v. 1, n. 1, p. 187-
189, 2010.

SILVA, M. S. P.; BRANDAO, D. O.; CHAVES, T. P.; FILHO, A. L. N. F.; COSTA, E.
M. M. de B.; SANTOS, V. L.; MEDEIROS, A. C. D. Study Bioprospecting of Medicinal
Plant Extracts of the Semiarid Northeast: Contribution to the Control of Oral
Microorganisms. Evidence-Based Complementary and Alternative Medicine, v.
2012, apr. 2012. 6 pgs.

SWAMI, S. B.; THAKOR, N. S. J,; PATIL, M. M.; HALDANKAR, P. M.
Jamun(Syzygium cumini (L.): A Review of its food and medicinal uses.Food and
Nutrition Sciences, v. 3, p. 1100-1117, aug. 2012.

WESOLOWSKI, M.; KONIECZYNSKI, P. Thermoanalytical, chemical and principal
component analysis of plant drugs. International Journal of Pharmaceutics, v. 262,
p. 29-27, 2003.



73

CAPITULO Il
!5

Determinacao da atividade biolégica e do perfil fitoquimico de extrato de
Syzygium cumini(L.) Skeel sobre microrganismos associados ao biofilme
dental

Nathéalia Alexandra de Oliveira Cartaxo, Thaise Oliveira Sampaio, Myllena Alves
Xavier, Ana Claudia Dantas de Medeiros, Harley da Silva Alves, Jozinete Vieira
Pereira.

RESUMO

Syzygium cumini (L.)Skeel é utilizada na medicina popular para tratar afec¢cdes na
cavidade oral. Estudos demonstram atividade antimicrobiana sobre Candida albicans
e Streptococcus parasanguis, S. mutans e S. oralis, cepas envolvidas na formacao
do biofilme dental. Dessa forma, o objetivo desse estudo foi determinar atividade
antimicrobiana de extrato de Syzygium cumini(L.) Skeel sobre microrganismos
associados ao biofilme dental, assim como o seu perfil fitoquimico e a citotoxicidade.
A atividade antimicrobiana foi realizada através da técnica de microdiluicdo em
caldo. Determinou-se a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), Concentracdo
Bactericida Minima (CBM) e Concentracdo Fungicida Minima (CFM) do extrato
liofiizado de folhas frente a Streptococcus mutans (ATCC 25175), Streptococcus
parasanguis (ATCC 903), Streptococcus oralis (ATCC 10557), Streptococcus
salivarius (ATCC 7073) e Candida albicans (ATCC 10231). A andlise fitoquimica foi
realizada por espectroscopia na regido visivel e quantificou-se polifendis,
flavonoides, taninos condensados e saponinas totais. A citotoxicidade foi realizada
pelo método de hemdlise. Syzygium cumini obteve moderada atividade
antimicrobiana frente a Streptococcus mutans e Streptococcus oralis, com CIM de
1lmg/mL. Para Streptococcus parasanguis e Streptococcus salivarius 0 extrato
mostrou-se inativo. O extrato apresentou grande potencial antifingico sobre C.
albicans, com CIM e CFM de 62,5 pg/mL, demonstrando forte atividade fungistatica
e fungicida. A quantificacdo de metabdlitos secundarios obteve resultados
satisfatorios, especialmente com altas concentragcbes de saponinas e polifendis
totais. O extrato apresentou baixa citotoxicidade, nas concentracbes que exerceu
atividade antimicrobiana ndo chegando a ser a concentracdo citotoxica efetiva 50%
(EC50). Pode-se concluir que o extrato de S. cumini, apresentou atividade
antimicrobiana frente a S. mutans e S. oralis, demonstrando bom potencial
antimicrobiano para C. albicans, sugerindo-se suautilizagdo com seguranca e
eficacia na prevencéo e tratamento de doencas decorrentes do biofilme dental.

Palavras-chave: Fitoterapia, Syzygium cumini, Streptococcus, Candida albicans,
Hemolise
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ABSTRACT

Syzygium cumini (L.)Skeelis used in popular medicine to treat diseases in oral
cavity. Studies shows antimicrobial activity against Candida albicans and
Streptococcus parasanguis, S. mutans, S. oralis, strains involved in the formation of
dental biofilm. Thus, the aim of this study was to determine the antimicrobial activity
of Syzygium cumini extract against microorganisms associated with dental biofilm, as
well as the phytochemical profile and cytotoxicity. The antimicrobial activity was
performed by microdilution broth. Was determined Minimum Inhibitory Concentration
(MIC), Minimum Bactericidal Concentration (MBC) and Minimum Fungicidal
Concentration (MFC) of the lyophilized extract of the leaves front to Streptococcus
mutans (ATCC 25175), Streptococcus parasanguis (ATCC 903), Streptococcus oralis
(ATCC 10557), Streptococcus salivarius (ATCC 7073) e Candida albicans (ATCC
10231). Phytochemical analysis was performed by spectroscopy in the visible region
and was quantified polyphenols, flavonoids, condensed tannins and total saponins.
Cytotoxicity was measured by the hemolysis method. Syzygium cumini got moderate
antimicrobial activity against Streptococcus mutans and Streptococcus oralis with
CIM 1mg/mL. For Streptococcus salivarius and Streptococcus parasanguis, the
extract was inactive. The extract showed potential antifungal activity against C.
albicans with MIC and MFC of 62.5 mg / mL, demonstrating strong fungistatic and
fungicidal activity. The quantification of secondary metabolites obtained satisfactory
results, especially with high concentrations of total polyphenols and saponins. The
extract showed low cytotoxicity at concentrations that exerted antimicrobial activity
coming up not being effective cytotoxic concentration 50% (EC50). It can be
concluded that the extract of S. cumini, showed antibacterial activity against S.
mutans and S. oralis, showing good antimicrobial potential for C. albicans,
suggesting its use for safety and efficacy in the prevention and treatment of diseases
arising biofilm.

Key words: Phytotherapy, Syzygium cumini, Streptococcus, Candida albicans,
Hemolysis

1 INTRODUCAO

Desde a antiguidade, o homem aprendeu a conhecer as plantas e tirar
proveito de suas propriedades sobre o organismo. O reino vegetal € considerado a
maior e mais importante fonte de substancias medicamentosas (LIMA et al., 2006).
Produzem metabdlitos secundarios que conferem as mesmas, atividades bioldgicas

e farmacologicas (NWODO et al., 2010). E, portanto, um importante arsenal
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terapéutico, sendo utilizado para profilaxia, prevencédo, alivio e cura de doencas
(FIGUEIREDO et al., 2010).

Plantas medicinais representam uma rica fonte de substancias ativas que
chama a atencao de cientistas na descoberta de novos agentes terapéuticos. Devido
ao rapido aumento deresisténcia microbiana, a industria farmacéutica tem
demonstrado pouco interesse em investir no desenvolvimento de novasmoléculas
deantimicrobianossintéticospara ampliaroarsenal terapéutico. Com isso, a tendéncia
atual é a pesquisa de plantas com propriedades antibidticas (PANCHAVARNAKILI et
al., 2012; PALMEIRA-DE-OLIVEIRA, 2012).

Carie e candidose oral sdo doencas infecciosas que atingem a populacdo em
geral (BONIFAIT et al., 2012; AKPAN; MORGAN, 2002). Microrganismos que
causam tais patologias se incorporam em uma matriz extracelular, formando
comunidades denominadas de biofilme, na superficie do dente, podendo também
estar aderidos ao tecido vivo (FINKEL; MITCHELL, 2011). Aas et al. (2005) afirmam
gueos biofilmes sdo compostos por varias espécies de microrganismos, estimando
cerca de 700 espécies diferentes na cavidade oral.

Syzygium cumini (L.) Skeels, planta da familia Myrtaceae, conhecida
popularmente por jamboldo € utilizada na medicina popular para tratar ulceracoes,
estomatites, afeccdes da garganta e outras doencas da cavidade oral, sendo
utilizada na forma de bochechos (Costa et al., 2009). Além de tratamento especifico
para afeccbes odontolégicas, a literatura relata suas ac¢bes hipoglicemiante,
antimicrobiana, hipotensiva, diurética, cardiotdnica, adstringente, anti-inflamatoria,
antiemética, estimulante do sistema nervoso central, antipirética, anticonvulsivante,
anti-hemorragica, carminativa e antiescorbutica (MIGLIATO et al., 2006; BALIGA et
al., 2011; SWAMI et al., 2012).

Pesquisas apontam a eficacia dessa planta na inibicdo do crescimento de
microrganismos responsaveis por causar patologias de interesse médico.Dentre 0s
mais sensiveis, apresentados porChandrasekaran; Venkatesalu, (2004); Michelin et
al., (2005); Vieira et al., (2012) estdo Candida albicans, Aspergillus flavus,
Aspergillus fumigatus, Aspergillus niger, Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus,
Proteus sp, e Pseudomonasaeruginosa e Streptococcus parasanguis, S. mutans, S.
oralis e Lactobacillus casei, estando grande parte desses envolvidos na formacao do

biofilme dental.
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Nota-se na literatura que as principais pesquisas com extratos de S. cumini
tém sido feitas frente a bactérias intestinais e Candida spp. (NASCIMENTO et al.,
2000; LOGUERCIO et al., 2005; MICHELIN et al., 2005; CHANDRASEKARAN;
VENKATESALU, 2004; OLIVEIRA, 2007). Pouco é descrito sobre a sensibilidade de
microrganismos da cavidade oral envolvidos na formacao do biofilme dental frente a
extratos de S. cumini. Por isso, baseado no uso popular de que esta planta &
utilizada na forma de bochechos para tratar ulceracbes aftosas, estomatites,
afeccbes da garganta e outras doencas da cavidade oral (Costa et al., 2009),
acredita-se na possibilidade da utilizagdo do extrato de jamboldo como auxiliar na
prevencdo e ou controle da cérie dentaria, bem como no tratamento da candidose
oral.

Neste contexto, € de grande importancia avaliar a atividade antibacteriana e
antifangica de extratos liofilizados de folha de Syzygium cumini (L.) Skeels, assim

como guantificar os principais fitocompostos e avaliar seu potencial citotoxico.

2 METODOLOGIA

2.1 MATERIAL VEGETAL

As folhas foram obtidas a partir de arvores de jambolédo (Syzygium cumini- L.
Skeels — Myrtaceae), cultivadas na Chéacara Flor do Campo, localizada na zona rural
do Municipio de Campina Grande, Paraiba, coletadas em dezembro de 2012. Uma
amostra da planta foi enviada ao Herbario "Arruda Camara”, da Universidade
Estadual da Paraiba, em Campina Grande, para identificacdo botanica e registro do
exemplar. A secagem do material vegetal foi em estufa (FANEM — Modelo 330/5), a
45°C até obter um teor de umidade de 20%. As folhas foramprocessadas em moinho
de facas (SOLAB — Modelo SL 30). Em seguida, misturou-se o pé resultante com a
solucéao hidroalcodlica (etanol 70%) pela técnica de percolacdo. Ao final, o extrato
hidroalcoolico a 70% foi submetido a secagem por liofilizacdo (liofilizador LS
3000_Terroni®) no Laboratorio de Multiusuario de Caracterizacdo e Andlises da
Universidade Federal da Paraiba/UFPB.
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2.2 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A partir do extrato liofilizado procedeu-se um screening microbiolégico
determinando a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), Concentracdo Bactericida
Minima (CBM), Concentracdo Fungicida Minima (CFM) através da técnica de
microdiluicdo em caldo descrita no documento Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2005). O extrato foi diluido em &lcool 40% e testado na concentracdo
de 4 mg/mL. Foram feitas triplicatas em trés dias alternados para avaliar a
reprodutibilidade do método.

2.2.1 Linhagens bacterianas ensaiadas

Foram selecionadas cepas padrdao American Type Culture Collection (ATCC)
disponibilizadas pela Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ - RJ): Streptococcus
mutans (25175), Streptococcus parasanguinis (903), Streptococcus oralis (10557),
Streptococcus salivarius (7073) e Candida albicans (10231).

2.2.2 Meio de cultura

Para realizacdo dos testes de sensibilidade dos microrganismos aos extratos
vegetais preparados foram utilizados o caldo BHI (HIMEDIA®) e o caldo Sabouraud
(HIMEDIA®) para bactérias e fungos, respectivamente. Para a CBM e CFM, o meio
de cultura Agar Mueller Hinton (HIMEDIA®) acrescido de sangue e Agar Sabouraud
(HIMEDIA®), respectivamente.

2.2.3 Preparo do in6culo

O preparo dos inGculos para os testes de suscetibilidade foram realizados
através do método de microdiluicdo seguindo as recomendacdes do protocolo M7-
A6 para bactérias (CLSI, 2005) e M27-A2 para leveduras (CLSI, 2002).

2.2.3.1 Bactérias
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Culturas de bactérias incubadas por 24 horas em gerador de anaerobiose
(Probac) foram preparadas e adicionadas em solugcao salina (0,85%) esterilizada
(5mL). Sua absorbancia foi ajustada entre 0,08 a 0,10 a um comprimento de onda de
625nm em fotocolorimetro Bioespectro, modelo SP-22, originando uma
concentracdo equivalente a 1,5 x 10° UFC. A partir disso, foi realizada diluicdo
seriada obtendo-se ao final da mesma uma concentracéo de 1 x 10° UFC. No poco,

essa concentracdo é estabelecida como 5 x 10° UFC.
2.2.3.2 Leveduras

Os testes de suscetibilidade para Candida albicans, foram realizados através
do método de microdiluicdo seguindo as recomendac¢des do protocolo M27-A2 para
leveduras (CLSI, 2002). A concentracdo do indculo, apds ajuste em fotocolorimetro
(530nm), corresponde a 5 x 10° céls/mL e, apds diluicbes sucessivas, 2,5 x 10° céls
/mL.

2.3 DETERMINACAO DA CONCENTRAGCAO INIBITORIA MINIMA (CIM) PELO
METODO DA MICRODILUICAO

Foram distribuidos nos orificios de cada coluna, 100 pL do caldo BHI e
Sabouraud para bactéria e fungo, respectivamente. Na coluna 1 - linha A foram
acrescentados 50 uL (micropipeta Eppendorf, Research plus, 20-200 pL) de solucéo
da amostra testada, de concentracdo conhecida, sendo estes referentes ao controle
de esterilidade das amostras. Em seguida, na linha B foram adicionadas 100 uL dos
extratos para em seguida efetuar uma diluicdo seriada nos po¢os consecutivos,
retirando-se 100 pL do pogo de maior concentragao para o pogo seguinte. Os 100 pL
finais foram desprezados.

A partir das suspensdes padrdes de cada espécie de microrganismo foram
pipetados 100 pL dessa suspensdo em cada poco. As primeiras colunas
correspondem ao controle positivo (gluconato de clorexidina 0,12% para bactéria e
nistatina 100.000 Ul/mL para fungo) e controle negativo (o diluente do extrato, no

caso, alcool 40%).
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As placas foram incubadas por 24-48 horas a cerca de 36°C em atmosfera
aerobia, microaerofilia ou anaerdbia dependendo da exigéncia do microrganismo
(CLSI 2002; CLSI 2005).

2.3.1 Leitura dos Resultados da CIM

Foram adicionados 20 pL da solugéo de cloreto de resazurina 0,01% (Sigma
Aldrich  Chemistry®) apés o periodo de incubacdo e as placas
re-incubadas por 40 minutos para fungo e duas horas para bactérias. A CIM foi
definida como a menor concentracdo da amostra, capaz de impedir o aparecimento
de coloracdo vermelha, conferida ao meio quando as células apresentam atividade
respiratéria (CLSI, 2005).

2.4 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO BACTERICIDA (CBM) OU
FUNGICIDA MINIMA (CFM)

Determinada a CIM dos extratos pode-se confirmar a atividade bactericida ou
fungicida dos mesmos através da determinacdo da CBM/CFM, por meio de
plagueamento por superficie do material do poco correspondente a CIM e
concentracfes anteriores a este, em meio de cultura especifico. As placas foram
submetidas a incubacao a 35°C + 1°C, durante 24 horas para 0s estreptococos e por
48 horas, para crescimento de C. albicans (CLSI 2002; CLSI, 2005).

2.5 DETERMINACAO DO TEOR DE POLIFENOIS, FLAVONOIDES, SAPONINAS
TOTAIS E TANINOS CONDENSADOS

2.5.1 Determinacao de polifendis totais

A determinacgéo do teor de polifendis totais seguiu a metodologia proposta por
Chandra e Mejia (2004) com adaptacdes, atraves de espectroscopia na regido do
visivel por meio do método de Folin-Ciocalteu. Submeteu ao estado de repouso por
dois minutos, uma mistura de 1 mL da solucdo aquosa do extrato com 1 mL do

reagente de Folin-Ciocalteau 1N. Em seguida, 2mL de uma solucdo aquosa de
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Na,COj3 a 20% (p/v) foi adicionada, e a mistura permaneceu em repouso por mais 10
minutos. Por dltimo, foi feita a leitura da absorbancia a 757 nm em espectrofotbmetro
(Shimadzu® UV mini — 1240), contra um branco composto por agua destilada,
reagente de Folin-Ciocalteau e solucédo a 20% de Na,COs.

A curva de calibracdo foi obtida a partir de solu¢cdes de acido galico nas
concentragbes de 1, 3, 6, 9, 12, 15, 20, 25, 30, 35, e 40 pg/mL. A concentracao de
polifendis foi expressa em miligramas equivalentes de acido galico. As analises

foram realizadas em triplicata.

2.5.2 Determinacao de flavonadides totais

Meda et al. (2005) sugere um método para a quantificacdo de flavondides
totais, o qual foi aplicado nesta pesquisa. Obteve-se uma mistura de 5 mL de extrato
dissolvido em metanol no mesmo volume de uma solugédo (em metanol) de Cloreto
de Aluminio (AICI3) a 2% (p/v). Ap6s 10 minutos de repouso, foi realizada a leitura da
absorbancia a 415 nm, contra um branco composto pela solucdo de AlCls.

A determinacdo da curva de calibragcdo foi obtida a partir de uma solugéo
padrao a 100 pug/mL, preparada pela dissolugédo de 10 mg de quercetina em 100 mL
de metanol. A amostra branca consistiu em metanol. O total de flavonoides foi
determinado utilizando a curva de calibracdo utilizando quercetina (Sigma—Aldrich
Chemie, Steinheim, Germany) nas concentracfes 2, 4, 6, 8, 10, 13, 16, 19, 22, 26,
28 e 30 yg mL™ e expresso em mg equivalente de quercetina. As andlises foram
realizadas em triplicata.

2.5.3 Determinacao de saponinas totais

Segundo o método descrito por Makkar; Siddhuraju e Becker (2007), o teor de
saponinas no extrato de S. cumini foi determinado. A 250 pL da solucdo do extrato
(em metanol 80%), adicionou-se 250 pL de uma solugéo de vanilina (8% em etanol)
e 2,5 mL de acido sulfarico (72%). Os tubos foram incubados a 60°C em banho-
maria por 10 minutos, sendo transferidos para um banho de gelo, onde
permaneceram por quatro minutos. A leitura da absorbancia foi feita em 544 nm,

contra um branco composto pela solu¢do de vanilina, metanol 80% e acido sulfarico.
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A curva de calibrag&o foi obtida a partir de uma solucao padrao a 500 pg/mL,
preparada pela dissolugdo de 10 mg de disogenina em 20 mL de metanol a 80%. A
partir dessa solucéo, foram feitas diluicbes em triplicata, obtendo-se solucdes de
guercetina nas concentracdes de 100, 200, 300, 400 e 500 pg/mL. A concentracao
de saponinas foi expressa em miligramas equivalentes de disogenina. As analises

foram realizadas em triplicata.

2.5.4 Determinacao de taninos condensados

A determinacdo do conteddo de taninos condensados seguiu 0 método
descrito por Makkar e Becker (1993). A 0,5 mL da amostra do extrato vegetal foi
adicionado 3 mL de uma solucdo de vanilina (4% p/v em metanol); em seguida,
adicionou-se 1,5 mL de &cido cloridrico (HCI) concentrado (37%). A reacdo ocorreu
em tubos de ensaio, mergulhados em agua a cerca de 22 °C. A leitura foi feita a 500
nm, contra um branco composto pela solugdo de vanilina, HCI e uma solucdo de
etanol 50% (v/v) em agua.

A curva de calibracao foi obtida a partir de uma solucéo padrao de catequina
obtida pela dissolucdo de 10 mg do padrao em 100 mL de metanol. A partir dessa
solugédo, foram realizadas diluicbes em triplicata, de forma a obter solugcbes de
catequina nas concentracfes de 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100 pg/mL. A
concentracdo de taninos condensados foi expressa em miligramas equivalentes de

catequina. As analises foram realizadas em triplicata.

2.6 CITOTOXICIDADE POR HEMOLISE

Uma aliquota de 1 mL de uma suspensao de hemacias 4% de sangue humano
O" em solugdo salina 0,9% foi distribuida em tubos de ensaio e homogeneizadas
com 1 mL do extrato liofilizado de folha de S. cumuni nas concentracdes de
500pug/mL, Img/mL e 2 mg/mL e deixadas em repouso por uma hora. Passado esse
periodo, as amostras foram centrifugadas a 3000 rpms, durante 10 minutos, em
seguida realizada a leitura visual, levando em consideracdo a quantidade de
hemécias que sofreram lise. A visualizacdo da hemdlise foi classificada como: — (0%

de hemolise), + (25% de hemolise), ++ (50% de hemodlise), +++ (75% de hemdlise) e
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++++ (100% de hemodlise). Essa leitura foi realizada, seguindo método descrito por
Desoti et al. (2011), com adapta¢gbes, um espectrofotdbmetro com comprimento de
onda de 540 nm, (Shimadzu® UV mini — 1240) utilizando como branco a solucéo
salina 5% para confirmar os resultados da leitura visual. Neste ensaio, utilizou-se
como controles negativo a suspensdo de hemacias 4% e o extrato liofilizado diluido
e como controle positivo uma solucdo do liquido de Turk.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM),
CONCENTRACAO BACTERICIDA MINIMA (CBM) E CONCENTRACAO
FUNGICIDA MINIMA (CFM)

A maioria das linhagens mostraram-se sensiveis ao extrato com CIM de 1000
Hg/mL para Streptococcus mutans e Streptococcus oralis. Para Candida albicans o
extrato apresentou um grande potencial de inibicdo de crescimento, com CIM de
62,5 pg/mL, mostrando-se fungistéatico e fungicida conforme apresentado na tabelal.

Os controles positivos (clorexidina e nistatina) e negativos (alcool 40%)
mostraram-se satisfatérios, ndo houve contaminacéo dos extratos nem dos meios de
cultura, o alcool a 40% ndo apresentou inibicdo bacteriana/fingica e a CIM dos
controles positivos foi de 15,6 pg/mL, tanto para clorexidina quanto para nistatina.
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Tabela 1. Determinacdo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) dos extratos liofilizados de folhas
de S. cumini de trés analises (I, Il e lll) em dias alternados.

CIM (ug/ml), CBM (ug/ml) e CFM (ug/ml)

Réplicas Microrganismos
S. mutans | S. oralis S. salivarius | S. parasanguis | C. albicans
I 1000,0 1000,0 >1000 >1000 62,5
Il 1000,0 1000,0 >1000 >1000 62,5
1 1000,0 1000,0 >1000 >1000 62,5
CIM 1000 1000 >1000 >1000 62,5

Pouco é descrito na literatura sobre a atividade antimicrobiana de extrato
liofiizado do Syzygium cumini, pela técnica de microdiluicdo; até mesmo pela
técnica de disco-difusdo em agar encontram-se limitagbes nos estudos com
microrganismos da cavidade oral. Por exemplo, em pesquisa desenvolvida por
Loguércio et al. (2005) foi avaliada a atividade antibacteriana do extrato hidralcoodlico
de folhas de jamboldo sobre dezessete isolados bacterianos, Gram-positivos e
Gram-negativos. No entanto, nao foi testada a atividade sobre estreptococos
orais.Neste estudo os resultados demonstram eficacia do extrato de folha do
Syzygium cumini sobre microrganismos associados ao biofilme dental

Optou-se neste estudo pela classificacdo de Aligiannis et al. (2001), que
propde a classificacdo de produtos naturais baseada nos resultados da CIM.
Inibidores potentes: CIM até 500 upg/mL; inibidores moderados: CIM entre 600 e
1500 pg/mL; inibidores fracos: CIM acima de 1600 pg/mL.

Tendo em vista esta classificacdo e diante dos resultados apresentados, S.
cumini apresentou-se como um inibidor moderado para o crescimento de
S. mutans e S. oralis, ao passo que frente a S. salivarius e S. parasanguis, 0 extrato
mostrou-se inativo. Em relacdo a atividade antifungica frente a Candida albicans, o
extrato em estudo mostrou-se como um inibidor potente. A candidose oral é uma
infeccdo oportunista, tendo por agente etiolégico leveduras do género Candida,
sendo a Candida albicans a maior responsavel por desencadear as afeccdes orais.
Assim, uma vez que Syzygium cumini ja € utilizada na medicina popular para tratar
ulceracoes, afeccdes da garganta e outras doencas da cavidade oral, sendo
utiizada pela populagdo na forma de bochecho, esse resultado mostrou-se
importante para dar embasamento cientifico ao uso popular (Costa et al., 2009).
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As Concentragdes Bactericidas e Fungicidas Minimas foram determinadas
apenas para 0s microrganismos que foram sensiveis aos extratos testados. O
extrato ndo apresentou atividade bactericida para S. mutans e S. oralis, sendo
evidenciado crescimento bacteriano através da CBM na concentracédo testada de
1000 pg/mL. Por outro lado, a CFM sugere que S. cumini é fungicida nas
concentracdes de 250 pg/mL, 125 pg/mL e 62,5 pg/mL.

Portanto, baseado nos resultados da CIM e CBM/CFM, folhas de S. cumini
tém atividade bacteriostatica para S. mutans e S. oralis; fungistatica e fungicida para
C. albicans, visto que, na concentracdo em que inibiu o crescimento também
conseguiu causar a lise de células fungicas e, consequentemente, morte celular.

Desse modo, os resultados apresentados neste estudo indicam que S. cumini
€ mais efetiva sobre fungos do que contra bactérias, corroborando com o estudo
desenvolvido por Chandrasekaran; Venkatesalu, (2004). Os autores testaram S.
cumini frente a bactérias Gram positivas (Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus),
Gram negativas (Salmonella typhimurium, Pseudomonas aeuginosa, Klebsiella
pneumoniae e Escherichia coli) e cepas fungicas (Candida albicans, Cryptococcus
neoformans, Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus, Aspergillus niger, Rhizopus
sp., Trichophytonrubrum, Trichophyton mentagrophytes e Microsporum gypseum). A
atividade antimicrobiana mostrouque dentre os microrganismos testados, apenas
duas cepas bacterianas (Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis) foram sensiveis
ao extrato, enquanto que para fungos, quatro espécies fungicas (Candida albicans,
Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus, Aspergillus niger) apresentaram inibicdo do
crescimento.

Em relacdo a atividade antimicrobiana do extrato de S. cumini sobre
microrganismos associados ao biofilme dental, Vieira et al. (2012) desenvolveram
um estudo semelhante a este, sendo que pelo método de disco-difusdo. Os
microrganismos testados foram Streptococcus spp. (ATCC 15300), Streptococcus
mutans (ATCC 25175), S. oralis (ATCC 10557), S. parasanguis (ATCC 903), S.
salivarius (ATCC 7073), e Lactobacillus casei (ATCC 9595). A cepa mais sensivel foi
a de S. parasanguis, a qual mostrou um halo de 19 mm, seguido por S. salivarius, S.
mutans, S. oralis e L. casei. A Concentrac&o Inibitoria Minima, foi de 242.5 mg.mL™
para Streptococcus, spp., S. parasanguis e S. salivarius, enquanto 0s
microrganismos que apresentaram maior CIM foram S. mutans, S. oralis e L. casei

(CIM = 485 mg.ml™). Entretanto, no presente estudo houve uma discordancia em
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relacdo aos resultados apresentados por esses autores. Nesta pesquisa,
diferentemente os microrganismos mais sensiveis foram S. mutans e S. oralis,
enquanto que S. parasanguis e S. salivarius ndo demonstraram atividade frente aos
extratos liofilizados. O método de microdiluicdo, no entanto, mostrou-se mais
sensivel comparando-se ao de disco-difusdo, visto que as CIM'spara 0s
microrganismos no trabalho de Vieira et al. (2012) apresentaram-se bem maiores, na
faixa de 242.5 mg.mL™ a 485 mg.mL™.

Apesar dessa controveérsia, os resultados do presente estudo para atividade
antibacteriana do extrato frente a S. mutans e a S. oralis foram satisfatorios visto
que, Alves et al. (2010); Garnett et al. (2012) relatam que as bactérias mais
importantes associadas ao biolfilme dental no estagio inicial s&o S. mutans, S. mitis,
S. sanguinis, S. sobrinus, L. casei que tornam o0 meio mais propicio para a
colonizacdo de S. mutans, S. oralis, S. salivarius e S. parasanguis. Embora, S.
salivarius e S. parasanguis ndo tenham mostrado atividade frente ao extrato, os
resultados para Streptococcus, de modo geral, sdo considerados satisfatérios, visto
que, 50% das cepas testadas apresentaram atividade moderada (CIM = 1000ug/mL)
para dois microrganismos de grande importancia clinica, na etiologia da cérie
dentaria, S. mutans e S. oralis, em um método sensivel e reprodutivel como o
empregado neste estudo.

A atividade antifingica enfatiza que os resultados desta pesquisa mostraram-
se semelhantes aos apresentados por Oliveira (2007), o qual foi realizado por meio
das técnicas de discos e pocos com extratos hidroalcoodlicos de folhas do jambolao
frente Candida albicans. A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) realizada por
microdiluicdo variou de 70 a 200ug/mL, mostrando um pouco superior ao
apresentado nesta pesquisa, indicando atividade antifangica em ambos os estudos,
especialmente mais potente neste estudo, com CIM de 62,5 pg/mL.

Em outro estudo, realizado por Héflinget al. (2010), para avaliar a atividade
antifingica de extratos diclorometanico e metandlico de sementes de S. cumini
frente a C. albicans revelou CIM's de 30 pg/mL e 1 upg/mL, respectivamente,
mostrando-se maior atividade antifUngica de sementes com esses solventes
extratores do que em folhas com solucdo hidroalcodlica a 70% para dar origem ao
extrato liofilizado, como foi realizado nesta pesquisa. No entanto, apesar de

sementes terem apresentado melhor atividade antifingica conforme Hofling et al.
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(2010), esses solventes sdo mais toxicos para o organismo humano. Assim, pode-se

enfatizar que os atuais resultados para folhas revelam melhor seguranca e eficécia.

3.2 DETERMINACAO DO TEOR DE POLIFENOIS, FLAVONOIDES, SAPONINAS
TOTAIS E TANINOS CONDENSADOS

A caracterizacdo quimica das espécies vegetais, com determinacdo dos
grupos de metabdlitos secundarios, é considerada uma abordagem desafiadora.
Porém, em funcdo da complexidade quimica é de extrema importancia, visto que
plantas medicinais dispdem de uma rica fonte de substéancias, o que prediz valores
terapéuticos, envolvidos principalmente com atividade antimicrobiana e antioxidante
(JEON et al., 2011; NEWMAN; CRAGG,2007). Os mais importantes fitocompostos
encontrados e que estdo relacionados com essas atividades terapéuticas sao
compostos fendlicos, flavonoides, saponinas e taninos (PANCHAVARNAKILI et al.,
2012). Neste estudo, o composto fitoquimico que apresentou maior concentracdo no
extrato liofilizado de folhas de S. cumini foram saponinas, seguido pelos polifendis,
taninos e flavonoides (tabela 2).

Na literatura, pesquisas fitoquimicas, de carater quantitativo com folhas de S.
cumini é escasso Kaneria et al. (2009) estudaram os componentes fitoquimicos de
folhas, qualitativamente. Foi observado que a presenca de taninos prevaleceu em
relacdo a de saponina, com uma diferenca discreta, contradizendo o presente
estudo, visto que, neste, o teor de saponinas foi 94% maior que o de taninos. No
entanto, os resultados do presente estudo mostram-se mais seguros, uma vez que,
além de identificar a presenca marcante de saponinas no extrato, a concentracao
desse composto ativo é expressa em miligramas equivalentes de disogenina, seu
padrao de referéncia. Vale ressaltar, nesse estudo, a importancia de se ter
qguantificado no extrato de folhas de jambolédo, a presenca marcante de saponinas,
metabdlito secundario, que constitui uma das classes de maior destaque devido a
sua ampla distribuicdo no reino vegetal e suas importantes atividades biologicas,
dentre elas antibacteriana, antifungica (DINIZ, 2006; KAISER; PAVEI;, ORTEGA,
2010).
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Tabela 2. Composicdo quimica do extrato liofilizado de folhas de S. cumini L. Skeelobtidos por
espectroscopia na regido do visivel.

COMPOSTO Polifendis Flavondides Saponinas Taninos
condensados
TEOR (mg/qg) 100,10 £ 39,97 | 23,04 + 3,02 820,35 + 225,38 54,26 + 0,39

* mg de equivalentes do padrao de referéncia por g de extrato.

Estudo quantitativo, semelhante a este, foi realizado por Luzia; Jorge (2009) e
fornece dados de que a concentracdo de polifendis totais encontrada em extrato
etandlico de sementes de S. cumini (130,56 mg) foi concordante ao encontrado no
presente estudo (100,10 = 0,33 mg/g) com folhas. Neste, a concentracdo mostrou-se
um pouco menor, o que indica que ha pouca diferenca entre a composi¢do desse
composto ativo entre sementes e folhas. E conhecido que polifendis podem
apresentar atividade antimicrobiana, pois agem sobre a parede celular dos
microrganismos combinando-se assim com as suas adesinas, de forma a
comprometer a adesdo do microrganismo sobre a superficie celular (CASTRO et al.,
2012). A atual pesquisa revela um valor de taninos bem maior em folhas,
representando 54,263+ 0,05mg/g de extrato, comparando-se ao trabalho feito por
Saha; Zaman; Roy (2013) em suco, polpa do fruto e sementes (6.9mg/g, 20.7mg/g e
21.0mg/g, respectivamente). O mesmo estudo ainda determina o teor de flavondides
em extrato metandlico de sementes e suco do fruto de jambol&o, revelando que o
valor desse composto na atual pesquisa mostrou-se bem menor, comparando-se ao
encontrado por esses autores em extrato metanélico de sementes, com teor de 7715
mg/g. Em contrapartida, mostrou-se maior (23,043 = 0,15mg/g) que o suco do fruto

de jamboldo (10mg/mL) determinado por Saha; Zaman; Roy (2013).

3.3 AVALIACAO DE CITOTOXICIDADE DE EXTRATO DE FOLHA LIOFILIZADO
DE S. CUMINI L. SKEEL POR HEMOLISE

De acordo com a classificagdo sugerida por Schulz et al.,, (2005) da
percentagem de hemolise (0% de hemolise, até 25% de hemalise, 50% de hemodlise,
75% de hemolise e 100% de hemolise).
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O extrato liofilizado de S. cumini L. apresentou uma citotoxicidade equivalente
a 50% em relacdo ao controle positivo, na concentracdo de 2mg/mL (tabela 3),
mostrando-se como a Unica que apresentou como a citotoxica efetiva 50% (EC50),
ou seja, capaz de hemolisar 50% de uma suspensao a 4% de eritrocitos. No entanto,
nas concentragdes de 1mg/mL e 500ug/mL o extrato conseguiu hemolisar cerca de
25% das heméacias em estudo, sendo considerado um produto de baixa toxicidade.

Esse teste foi realizado com o objetivo de verificar aatividade citotoxica do
extrato de S. cumini em trés concentracdes, alta, média e baixa, baseando-se no
valor da CIM da atividade antimicrobiana. Aligiannis et al. (2001) consideram que
determinado extrato de interesse microbiolégico tenha atividade nas concentracdes
de até 1600 pg/mL; CIM's superiores a esta ultima, o extrato € considerado inativo.
Desse modo, nesta pesquisa, a escolha dessas concentracdes esteve dentro da
faixa proposta por esses autores. Assim, se a 500 pg/mL o extrato foi pouco
citotéxico (até 25% de hemdlise), consequentemente nas inferiores a estas, o extrato
foi capaz de causar menos lise das hemacias. Vale salientar que as CIM's foram de
1 mg/mL para Streptococcus mutans e Streptococcus oralis e de 62,5 pg/mL para
Candida albicans mostrando que, na concentracdo que 0 extrato apresentou
atividade antibacteriana e, principalmente atividade antifingica, a citotoxicidade tem
pouco significado clinico, sendo aceitavel para o uso.

Neste estudo optou-se por citotoxicidade em hemacias humanas porque é um
ensaio in vitro que prediz os efeitos danosos a membrana celular. Este ensaio visa
avaliar o efeito protetor ou toxico de substancias, incluindo extratos vegetais sobre
organismos vivos. Assim, a ocorréncia de hemdlise pode estar diretamente
correlacionada com o efeito toxico que certas substancias produzem (SCHIAR et al.,
2007; REDDY et al., 2007). Se citotdxica pode causar a morte de células ou tecidos
presentes na mucosa, podendo gerar absorcao local e/ou sistémica e causar efeitos
danosos a saude do individuo (PITHON et al., 2011). A hemoglobina liberada na lise
das hemacias é capaz de causar danos ao figado, rins e coracdo (BEDNARCZUK
et al., 2010) e até o desenvolvimento de tumores (DESOTI et al., 2011).

As plantas que apresentam alta concentracdo de saponinas e terpenos podem
desencadear no individuo efeito toxico renal. S. cumini apresentou um teor de
saponinas de 820,349 mg/g de extrato. Por este motivo, fez-se necessario avaliar a
citotoxicidade de S. cumini para que esta planta possa ser utilizada de maneira

segura, isto é, sem produzir efeitos locais e sistémicos (DESOTI et al., 2011). No
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entanto, pelos resultados obtidos da citotoxicidade nesta pesquisa, 0 teor de
saponinas (tabela 2) encontrado na folha de jamboldo nédo influenciou no poder

citolitico por hemdlise em eritrocitos humanos.

Tabela 3. Ensaio de citotoxicidade: Leitura visual da hemdlise das suspensdes de heméacias testadas
com extrato liofilizado de S. cumini.

Concentracfes Absorbancia Intensidade de hemodlise
500pg/mL 0,483 +
1mg/mL 0,519 +
2mg/mL 0,649 ++
LiCIUidO de Turk 1,300 F4+++

(controle positivo)

Nota: Utilizou-se como referéncia: — (0% de hemodlise), +(até 25% de hemodlise) ++ (50% de
hemdlise), +++ (75% de hemolise) e ++++ (100% de hemdlise), Schulz et al., (2005).

Estudo semelhante foi realizado por Rodrigues (2013) para avaliar a atividade
hemolisante de 6leo essencial de folhas de S. cumini sobre eritrcitos humanos. O
resultado de citotoxicidade revelou 11,3% de hemdlise na maior concentracdo
testada (800 pg/mL). Comparando-se ao atual estudo, provavelmente nas
concentracbes da CIM (Img/mL e 65,5 ug/mL) o extrato seria praticamente atdxico
no trabalho de Rodrigues (2013), da mesma forma que aconteceu neste,
representando menos de 25% de hemdlise nas concentragdes inferiores a 1mg/mL.

Turatti (2008) verificou a citotoxicidade de S. cumini e observou que o indice
de morte celular (IC50) ocorreu na concentragéo de 400,0 pug/mL do extrato de frutos
secos de S. cumini. Dessa forma, comparando-se a atual pesquisa, frutos de S.
cumini € mais citototéxico conforme metodologia empregada por Turatti (2008) do
que as folhas como foi descrito no atual ensaio (2mg/mL), no entanto em uma

concentracdo menor, foi capaz de provocar morte celular de 50% na populacéo dos
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organismos testados, favorecendo assim o uso de folhas de S. cumini, com maior
seguranca.

Em outro estudo com extratos hidroalcoolicos a 70% liofilizados de folhas de
Syzygium gratum, planta com mesmo género de jamboldo, ndo se mostrou toxica
para células vermelhas do sangue humano, 15.64+4.62%, na maior concentracédo
testada (1200 pg/mL). Este resultado indica que plantas do género Syzygium nao se
mostraram potencialmente citotoxicas, semelhante ao que aconteceu neste estudo,
com extrato lioflizado de folha (WORARATPHOKA; INTARAPICHET,;
INDRAPICHATE, 2012).

Por conseguinte, S. cumini pode ser bem tolerada frente ao sistema biolégico
quando utilizada com fim antimicrobiano para microrganismos da cavidade oral, ou
seja, pouco citotoxica nestas concentracdes. Entretanto, estudos mais detalhados
para a avaliacdo da toxicidade dos extratos bioativos empregando-se outros
modelos (in vitro e in vivo) se fazem necessarios. No entanto, Silva et al. (2012) ja
adiantam que extrato hidroalcodlico de folhas de S. cumini ndo exercem efeitos
téxicos agudos ou crénicos, por administracdo oral, com uma DL50 de 0,489 g/ kg)
em ratos, enquanto que a dose intraperitoneal desencadeou a morte de 67% dos
animais na dose de 2 g/ kg.

4 CONCLUSAO

O extrato liofilizado de folhas de Syzygium cumini L. Skeel mostrou-se
fungicida, fungistatico frente a C. albicans e bacteriostatico frente a S. oralis e a S.
mutans. A quantificacdo de metabdlitos secundarios obteve resultados satisfatorios,
especialmente com altas concentragbes de saponinas e polifendis totais. O extrato
apresentou baixa citotoxicidadenas concentracbes que exerceu atividade
antimicrobiana ndo chegando a ser a concentragao citotoxica efetiva 50% (EC50).

Sendo assim, tratando-se de eficacia e segurancga, S. cumini € uma planta de

escolha para prevencéo e tratamento de doencas decorrentes do biofilme dental.
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CONCLUSAO

Com a realizacdo desse trabalho permitiu-se tracar o perfil de folhas de
Syzygium cumini (L.) Skeels por meio de uma caracterizacao fisico-quimica do p6 da
droga vegetal, assim como, padronizou-se o extrato liofilizado por meio de técnicas
analiticas e térmicas. Por outro lado, determinou-se a Concentracdo Inibitoria
Minima, a Concentracdo Bactericida Minima e Fungicida Minima, o perfil fitoquimico
de compostos e a atividade citotoxica por hemolise no extrato liofilizado de folhas da

planta medicinal em estudo. Diante disso, constatou-se que:

. O p6 das folhas de S. cumini comporta-se como grosso. O pH acido,
densidade aparente, teor de cinzas e teor de agua com valores aceitaveis, de acordo
com especificacdes farmacopeicas;

. O rendimento do processo de liofilizacao foi de quase 5%;

. O tamanho das particulas do extrato teve auséncia de padronizacdo no
tamanho destas, apresentando-se de varios tamanhos, formatos e mostraram-se
amorfas, caracteristica tipica de extratos vegetais;

. Ocorreram cinco eventos térmicos com picos tipicamente endotérmicos. A
decomposicdo dos componentes organicos na amostra se iniciou em uma etapa
ocorrida entre 151,64-209,0°C;

. Identificou-se por meio da espectroscopia de infravermelho, bandas
caracteristicas de determinados grupamentos como metil, hidroxila, além de
hidrocarbonetos e ligacdes carbono-oxigénio. Estes sugerem a presenca na amostra
de grupos funcionais como éter, ésteres e acidos carboxilicos, indicativo de
metabdlitos responsaveis pela atividade antimicrobiana como: taninos e flavonoides;
. O extrato inibiu o crescimento de linhagens bacterianas de Streptococcus
mutans, Streptococcus oralis e Candida albicans com boa atividade
antimicrobiana.Streptococcus salivarius e Streptococcus parasanguis se mostraram
resistentes;

. O efeito do extrato foi bacteriostatico frente a S. mutans e a S. oralis e
fungistético e fungicida frente a C. albicans;

. O composto fitoquimico que apresentou maior concentracdo no extrato
liofilizado de folhas de S. cumini foram saponinas, com maior quantidade, seguido

de polifendis, taninos e flavonoides;
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. O extrato apresentou baixa citotoxicidade, nas concentragcdes que exerceu
atividade antimicrobiana, ndo chegando a ser a concentracdo citotoxica efetiva 50%
(EC50).

Diante do exposto, pode-se afirmar que esse estudo serviu de ponto de
partida para a producdo de um fitoterapico a partir do extrato de Syzygium cumini
uma vez que caracterizou a matéria-prima e obteve-se excelente atividade
antimicrobiana e baixa toxicidade. A partir de entdo, pode ser utilizado para prevenir
e/ou tratar infecgcbes causadas por microrganismos associados ao biofilme dental,
ratificando o uso popular descrito por Costa et al (2009), de que essa planta ja era

utilizada para tratar afeccdes bucais.



