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Perfil fitoquimico e determinagao da atividade antimicrobiana de Syzygium cumini
(L.) Skeels (Myrtaceae) frente a microrganismos bucais
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RESUMO: Este estudo teve como objetivo determinar o perfil fitoquimico e avaliar a atividade
antimicrobiana in vitro do extrato etandlico da casca do caule de Syzygium cumini(L.)
Skeels frente a microrganismos bucais. O perfil fitoquimico do extrato foi tragado através da
determinacdo espectrofotométrica quantitativa para verificar o teor de taninos, flavondides,
saponinas e polifendis. A atividade antimicrobiana foi determinada através da Concentracao
Inibitéria Minima (CIM), por meio da técnica de microdiluigao em caldo, utilizando-se as seguintes
linhagens de microrganismos: Streptococcus mutans (25175), Streptococcus oralis (10557)
e Candida albicans (10231). Uma quantidade apreciavel de fitocontituintes foi observada,
especialmente de taninos (100,58 + 1,81). Os extratos apresentaram atividade antimicrobiana
inibindo o crescimento das linhagens em estudo, destacando-se essa atividade sobre o
crescimento de C. albicans (CIM=250 pg/mL). Ja as CIMs para Streptococcus foram baixas.
Diante dos resultados expostos, pode-se concluir que o perfil fitoquimico foi tragado e que,
dentre os microrganismos testados, o extrato etandlico da casca de S. cumini apresentou forte
potencial de inibigao sobre o crescimento de C. albicans e fraca inibigao frente aos Streptococcus
testados. Este estudo sugere que mais pesquisas devem ser realizadas dando continuidade
a bioprospeccéo, por meio de andlises experimentais com essa espécie vegetal, objetivando,
no futuro, que essa planta possa ser utilizada clinicamente para tratar candidose bucal.
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ABSTRACT: Phytochemical profile and determination of antimicrobial activity of Syzygium
cumini (L.) Skeels (Myrtaceae) against oral microorganisms. This study aimed to determine
the phytochemical profile and to evaluate the in vitro antimicrobial activity of the ethanol extract
of stem bark of Syzygium cumini (L.) Skeels against oral microorganisms. The phytochemical
profile of the extract was traced through a quantitative spectrophotometric determination in order
to check the tannin, flavonoids, saponins, and polyphenols content. The antimicrobial activity was
determined through minimum inhibitory concentration (MIC) by the broth microdilution technique,
using the following strains of microorganisms: Streptococcus mutans (25175), Streptococcus
oralis (10557) and Candida albicans (10231). An appreciable amount of fitocontituintes was
observed, particularly the tannin (100.58 + 1.81). The extracts showed antimicrobial activity,
inhibiting the growth of the strains under study, with this activity being more intense on the
growth of C. albicans ( MIC = 250 mg / mL). On the other hand, the MICs of the Streptococcus
were low. In face of the mentioned results, we can conclude that the phytochemical profile
was traced and that, among the tested microorganisms, the ethanol extract of S. cumini bark
showed strong potential to inhibit the growth of C. albicans and weak inhibition against the
Streptococcus tested. This study suggests that more research should be done by proceeding
with the bioprospecting, through experimental tests with this plant’s species, aiming that in the
future this substance can be used clinically for the treatment of oral candidiasis.
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INTRODUGAO

Os microrganismos da microbiota bucal
podem viver harmonicamente na cavidade bucal ou,
quando ha desequilibrio na homeostase, podem
provocar doengas no individuo, tais como carie,
doenca periodontal e candidose bucal (Mukherjee
et al., 2014). Carie dentaria e doenca periodontal
sdo patologias comuns na populagdo em geral
e em varias regides do mundo, sendo a carie
considerada um problema de saude publica,
provocada por bactérias do género Streptococcus
(Allaker, 2010; Olabisi et al. 2015) e outros fatores
relacionados ao hospedeiro. A candidose bucal é
uma infecgao oportunista que tem como principais
sintomas a dor e/ou queimacgéao e tem por agente
etiolégico leveduras do género Candida, sendo
a Candida albicans a espécie mais prevalente
(Samson, 2013).

Matérias primas derivadas de plantas
medicinais podem ser uma alternativa para serem
incorporadas as novas formulag¢des farmacéuticas
para o tratamento de doencas, pois os produtos
naturais tém a capacidade de causar menos efeitos
colaterais do que os medicamentos sintéticos. Além
disso, apresentam varias propriedades terapéuticas
devido a presenca de metabdlitos secundarios,
podendo ser aplicada também para ajudar a remover
o biofilme dental e evitar que afec¢des bucais se
instalem (Jesus et al., 2010; Nwodo et al., 2011).

Atualmente, as pesquisas com produtos
naturais tém sido desenvolvidas de maneira
satisfatéria na odontologia, pelo fato de se buscar
novos com menor toxicidade e maior atividade
farmacoldgica, além de ter um bom custo e
beneficio para a populagao. O Brasil apresenta um
grande potencial para o desenvolvimento de novos
medicamentos a partir de plantas medicinais, pois
possui 25% da flora mundial (Francisco, 2010).

Syzygium cumini(L.) Skell € uma planta
que pertence a familia Myrtaceae, originaria da
india e naturalizada no Brasil. As folhas sao ricas
especialmente em taninos e saponinas (Loguércio 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, acido betulinico. A
casca do caule é rica em acido betulinico, friedelina,
epifriedelanol, B—sitosterol, eugenina, éster de acido
graxo, quercetina, campferol, miricetina, acido galico
e acido elagico, bergeninas, flavonodides e taninos
(Ayyanar & Subash-Babu, 2012).

As diferentes partes dessa planta,
popularmente conhecida como jambolao, séo
amplamente utilizadas na medicina popular. O
caule e a casca do fruto possuem propriedade
hipoglicemiante para controle de diabetes, atividade
anticarcinogénica, antimicrobiana e antiinflamatoria.

Os frutos também tém acdo hipoglicemiante e
antioxidante, destaca-se a presenga do acido
elagico que confere caracteristicas antioxidantes e
anticarcinogénicas (Lorenzi & Matos, 2002; Vizzoto
&Fetter, 2009). Costa et al. (2009) revela que a
decoccao da casca do caule de S. cumini é utilizada
na forma de bochechos para tratar ulceragdes
aftosas, estomatites, infecgbes da garganta e outras
doencas da cavidade bucal.

Diante do exposto, nota-se a importancia de
se pesquisar novas substancias, preferencialmente
de origem natural que tenha uso popular descrito,
o que favorece sua utilizagdo também por grupos
populacionais com acesso restrito a assisténcia em
saude. Por isso, essa pesquisa visa determinar o
perfil fitoquimico e avaliar a atividade antimicrobiana
in vitro do extrato etandlico da casca do caule de
Syzygium cumini(L.) Skeels frente a microrganismos
bucais.

MATERIAL E METODOS
Obtencao e preparagado do material vegetal
As cascas do caule foram obtidas a partir de
arvores de jambolao (Syzygium cumini (L.) Skeels —
Myrtaceae), cultivadas na chacara Flor do Campo,
localizada na zona rural do Municipio de Campina
Grande (CG), Paraiba, Brasil. Preparou-se uma
exsicata, a qual foi depositada no Herbario Arruda
Camara, da Universidade Estadual da Paraiba
(UEPB) sob voucher 084 e identificada por um
botanico da instituicdo. As mesmas foram coletadas
em novembro de 2013. O material vegetal foi seco/
desidratado em estufa de secagem com circulagéo
de ar (FANEM — Modelo 330/ 5), a temperatura de
45°C até a estabilizagao final do peso e processados
em moinho de facas (Solab Cientifica) de 10 mesh,
para se obter granulometria padronizada, conforme

preconiza a Brasil (2010).

Preparagao do extrato vegetal

Em seguida, foi preparado o extrato
etandlico pelo esgotamento da droga vegetal por
meio do processo de percolagdo com renovagao
de solvente a cada cinco dias; utilizou-se a
propor¢cao de 100g da droga vegetal moida para
1000 mL de etanol (Ouedraogo et al., 2005). O
extrato foi utilizado para os ensaios fitoquimicos e
determinagao da atividade antimicrobiana.

Testes fitoquimicos
O perfil fitoquimico do extrato foi tragado
por meio de quantificacdo espectroscopica, em
triplicata, e analisado estatisticamente quanto ao
desvio padrao sendo esse realizado de acordo com
0s seguintes métodos:
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Determinagcdao do teor de taninos
condensados
A determinagdo do conteudo de taninos
condensados seguiu o método descrito por Makkar
& Becker (1993). A 0,5 mL da amostra do extrato
vegetal foi adicionado 3mL de uma solucdo de
vanilina (4% p/v em metanol); em seguida, adicionou-
se 1,5 mL de &acido cloridrico (HCI) concentrado
(37%). A reacdo ocorreu em tubos de ensaio,
mergulhados em 4gua a cerca de 22°C. A leitura
foi feita a 500 nm, contra um branco composto pela
solucdo de vanilina, HCI e uma solugéo de etanol
50% (v/v) em agua. A curva de calibracao foi obtida
a partir de uma solugao padrao de catequina obtida
pela dissolugdo de 10 mg do padrdo em 100 mL de
metanol. A partir dessa solugao foram realizadas
diluigbes em triplicata, de forma a obter solugdes
de catequina nas concentracées de 10, 20, 30, 40,
50, 60, 70, 80, 90 e 100 pg/mL. A concentragéo de
taninos condensados foi expressa em miligramas
equivalentes de catequina.

Determinacgao do teor de flavonéides totais
Meda et al. (2005) sugere um método para
a quantificagcao de flavondides totais, o qual foi
aplicado nesta pesquisa. Obteve-se uma mistura
de 5mL de extrato dissolvido em metanol no mesmo
volume de uma solugdo (em metanol) de Cloreto
de Aluminio (AICL) a 2% (p/v). Apés 10 minutos de
repouso foi realizada a leitura da absorbanciaa 415
nm, contra um branco composto pela solugcédo de
AICI,. O teor de flavonoides totais foi determinado
pela curva de calibragao utilizando quercetina
(Sigma-Aldrich) como padrao nas concentracdes
de 2, 4,6, 8,10, 13, 16, 19, 22, 26, 28 e 30 ugmL-
e expresso em mg equivalente de quercetina.

Determinagao do teor de polifenéis totais
A determinacgéao do teor de polifendis totais
seguiu a metodologia proposta por Chandra & Mejia
(2004), com adaptagdes, através de espectroscopia
na regiao do visivel por meio do método de Folin-
Ciocalteu. Submeteu ao estado de repouso por dois
minutos, uma mistura de 1mL da solugao aquosa do
extrato com 1 mL do reagente de Folin-Ciocalteau
1N. Em seguida, 2mL de uma solugéo aquosa de
Na,CO, a 20% (p/v) foi adicionada, e a mistura
permaneceu em repouso por mais 10 minutos. Por
ultimo, foi feita a leitura da absorbancia a 757 nm
em espectrofotdmetro (Shimadzu® UV mini —1240),
contra um branco composto por agua destilada,
reagente de Folin-Ciocalteau e solugéo a 20% de
Na,CO,. A curva de calibracdo foi obtida a partir
de solugdes de acido galico nas concentragdes
de 1, 3, 6,9, 12, 15, 20, 25, 30, 35, e 40 ug/mL.
A concentracdo de polifendis foi expressa em
miligramas equivalentes de acido galico.
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Determinacéo da atividade antimicrobiana
Os testes de atividade antimicrobiana foram
realizados através da técnica de microdiluicdo
em caldo descrita no documento Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2005; CLSI,
2002), com adaptacdes. Foram selecionadas cepas
padréo American Type Culture Collection (ATCC):
Streptococcus mutans (25175), Streptococcus
oralis (10557) e Candida albicans (10231). Apos
serem feitos testes prévios com a concentragao
do extrato variando de 2mg/mL até 8mg/mL frente
as cepas escolhidas, a melhor concentragdo do
extrato selecionada para prosseguir a determinagéao
da Concentragao Inibitéria Minima foi a de 4mg/ml
(Mello-Peixoto et al., 2014).

Preparo dos in6culos

O preparo dos indculos para os testes
de suscetibilidade foram realizados seguindo
as recomendagbes do protocolo M7-A6 para
bactérias (CLSI, 2005) e M27-A2 para leveduras
(CLSI, 2002). Culturas de bactérias incubadas por
24 horas em gerador de anaerobiose (Probac)
foram preparadas e adicionadas em solugao 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 concentragédo
equivalente a 1,5 x 108 UFC. A partir disso, foi
realizada uma diluigdo seriada obtendo-se ao final
da mesma uma concentragdo de 1x 10¢ UFC. Os
testes de suscetibilidade para Candida albicans
foram realizados através do método de microdiluigao
em caldo seguindo as recomendagdes do protocolo
M27-A2 para leveduras (CLSI, 2002). Aconcentragéo
do indculo, apos ajuste em fotocolorimetro (530nm),
correspondeu a 5 x 10¢céls/mL e, apds diluicdes
sucessiva a 2,5 x 103céls /mL.

Determinag¢ao da concentragao inibitéria
minima (CIM)

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 pL (micropipeta
Eppendorf, Researchplus, 20-200 uL) de solugao da
amostra testada, de concentragao conhecida, sendo
estes referentes ao controle de esterilidade das
amostras. Em seguida, na linha B foram adicionadas
100 pL dos extratos para em seguida efetuar uma
diluicao seriada nos pogos consecutivos, retirando-
se 100 pL do pogo de maior concentragdo para o
pogo seguinte. Os 100 pL finais foram desprezados.

A partir das suspensdes padroes de cada
espécie de microrganismo foram pipetados 100 pL
dessa suspenséo em cada pogo. As primeiras colunas
correspondem ao controle positivo (gluconato de
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clorexidina 0,12% para bactéria e nistatina 100.000
Ul/mL para a levedura) e ao controle do solvente
(etanol 40%) para verificar se o etanol seria capaz
de inibir o crescimento das células viaveis. As placas
foram incubadas por 24-48 horas a cerca de 36°C
em atmosfera aerébia, microaerofilia ou anaerébia
dependendo da exigéncia do microrganismo (CLSI,
2002; CLSI, 2005).

Para a leitura dos resultados da CIM,
foram adicionados 20 pL da solugdo de cloreto
de resazurina 0,01% (Sigma AldrichChemistrye).
As placas foram re-incubadas por um periodo
de 40 minutos para a levedura, e por duas horas
para bactérias. A CIM foi definida como a menor
concentracdo da amostra, capaz de impedir o
aparecimento de coloragao résea, conferida ao meio
quando as células apresentam atividade respiratoria
(CLSI, 2005).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Perfil fitoquimico

Neste estudo, o composto fitoquimico que
apresentou maior concentragao no extrato etandlico
de casca de S. cumini foram taninos, seguido de
polifendis e flavondides (Tabela 1).

Quando o etanol é utilizado como solvente,
devido a sua polaridade, pode extrair do material
vegetal as seguintes classes quimicas: taninos,
saponinas, alcaldides, flavondides, triterpendides e
heterosideos em geral. Sendo assim, os resultados
do perfil fitoquimico mostram que os mesmos foram
coerentes em relagao ao tipo de extrato escolhido,
ou seja, o extrato etandlico (Simbes et al., 2007).

Os resultados encontrados corroboram com
o estudo de Djipa et al. (2000) que ao analisarem o
extrato acetOnico da casca da arvore de S. cumini por
reagdes cromatograficas e colorimétricas, os taninos
foram os principais compostos que prevaleceram
e, inclusive, foram identificados ambos os taninos
hidrolisaveis e condensados. Jayachandra & Devi
(2012) investigaram a composi¢do quimica em
extrato metandlico de caule de S. cumini e verificaram
a presencga de flavondides, fendis, saponinas,
taninos, esterdis e terpendides. Analise fitoquimica
qualitativa realizada por Kuncha et al. (2012)
mostrou a presencga de fendis, terpenos, taninos,
saponinas, fitoesterois, carboidratos, flavonoides e
acidos aminados em extratos metandlicos e aquosos
na casca do caule de S. cumini. Vale ressaltar, no
atual estudo, a importancia de se ter quantificado

no extrato de casca de jambolao, a presenca
marcante de taninos, suas atividades bioldgicas
séo extremamente promissoras. Estudos apontam
sua acgao antimicrobiana, reparagdo de tecidos e
regularizacdo de proteinas e enzimas, grupos de
taninos estdo sendo estudados minuciosamente,
tendo por finalidade encontrar uma droga efetiva
contra o virus HIV (Brunet et al., 2003). Além disso,
taninos constituem uma das classes de maior
destaque devido a sua ampla distribuigdo no reino
vegetal e suas importantes atividades bioldgicas,
dentre elas antibacteriana e antifingica (Diniz, 2006;
Kaiser et al., 2010).

A quantidade de polifendis foi menos
expressiva quando comparado com estudo de
Kuskoski et al. (2006) que encontrou um teor de
229,6 mg de polifendis total na polpa do fruto do
Jambolao.

Segundo Castro et al. ( 2012) os polifenois
sdo altamente benéficos a saude, dentre seus
efeitos bioldgicos sao validos citar a inibicdo da
proliferagcéo celular, potencial antialérgico, atividade
antimicrobiana, como também sua atividade
antiinflamatéria. A atividade antimicrobiana dos
compostos fendlicos € devida sua agao na parede
celular dos microrganismos combinando-se assim
com as suas adesinas, de forma a comprometer a
adesao do microrganismo sobre a superficie celular.

De maneira geral, os resultados do perfil
fitoquimico sugerem potencialidade para atividade
antimicrobiana devido aos constituintes fitoquimicos
identificados e quantificados satisfatoriamente como
taninos, polifendis e de flavonoides que podem estar
associados com atividade antimicrobiana (Souza et
al., 2013).

Atividade antimicrobiana

Diante dos resultados do perfil fitoquimico
e da utilizagdo na medicina popular da casca
de S. cumini como anti-séptico, adstringente em
ulceragdes bucais, gengivite e estomatite (Migliato
et al., 2006; Costa et al., 2009) pode-se observar
nesse estudo que S. cumini tem a capacidade de
inibir o crescimento de Candida albicans, porém
os resultados para Streptococcus nao foram
satisfatorios, visto que o extrato apresentou inibicéo
fraca diante do crescimento celular dessas bactérias
(Tabela 2).

Aligiannis et al. (2001) sugerem uma
classificagdo de Concentracéo Inibitoria Minima:
CIM até 500 pg/mL sao inibidores potentes; CIM

TABELA 1. Composigdo quimica quantitativa do extrato etandlico de casca de S. cumini L. Skeel.

Composto Polifendis

Flavonoides Taninos

Teor (mg/g) 41,84 + 3,24

1,98 £ 0,39

100,58 + 1,81

* mg de equivalentes do padrao de referéncia por g de extrato.
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TABELA 2. Determinacdo da Concentragao
Inibitéria Minima (CIM) do extrato etandlico de casca
de S. cumini

Microrganismos CIM (ug/mL)
S. mutans (25175) >1600

S. oralis (10557) >1600

C. albicans (10231) 250

entre 600 e 1500 pg/mL séo inibidores moderados;
CIM acima de 1600 pug/mL sao inibidores fracos. Por
isso, pode-se considerar que frente a C. albicans,
jambolao apresentou-se como um forte inibidor de
crescimento, pois o valor da CIM foi igual a 250 ug/
mL.

Nota-se na literatura que as pesquisas com
Syzygium cumini tém sido feitas geralmente frente
as bactérias intestinais e a Candida spp. Pouco
€ descrito sobre a sensibilidade de bactérias da
cavidade oral envolvidas na formagao do biofilme
dental.

Apesar de estar descrito na literatura
(Migliato et al., 2006; Costa et al., 2009) sobre o uso
popular em forma de bochechos, pouco é estudado
sobre a atividade antimicrobiana de extrato etandlico
da casca do caule de Syzygium cumini, pela
técnica de microdiluicdo; até mesmo pela técnica
de disco-difusdo em Agar encontram-se limitacdes
nos estudos com microrganismos da cavidade
oral. A énfase é maior para as folhas e frutos. Por
exemplo, em pesquisa desenvolvida por Oliveira
et al. (2007) foi avaliada a atividade antibacteriana
do extrato hidroalcodlico de folhas de jambolao
sobre doze isolados bacterianos, o jambol&o inibiu
de maneira mais expressiva o crescimento de
Candida krusei, apresentando também atividade
significativa contra as cepas multirresistentes e
padrdo de Pseudomonas aeruginosa, Candida
albicans e Neisseria gonorrhoeae. Assim como na
atual pesquisa, em estudo realizado por Oliveira et
al. (2007), jambol&do mostrou forte inibicdo sobre o
crescimento de fungos do género Candida.

Neste sentido, os resultados obtidos
mostram ser de grande valia a realizagcdo de
pesquisas in vivo, além de testes de toxicidade
para que desta forma, futuramente, os extratos de
S. cumini possam ser utilizados, clinicamente, no
tratamento da candidose oral visto que, os estudos
preliminares desta pesquisa mostram que o extrato
possui metabdlitos secundarios o que lhes confere
forte inibicao sobre Candida albicans do extrato de
casca do caule de jambolao e fraca atividade frente
aos Streptococcus. Portanto, este estudo sugere
que outras pesquisas sejam realizadas dando
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continuidade a bioprospeccgao, por meio de analises
experimentais com essa espécie vegetal.
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