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RESUMO. A espécie Eugenia uniflora L., planta arbustiva da familia Myrtaceae, ocorre em todo o Brasil
e na América Latina, desde o México até a Argentina. No extrato hidroalcodlico foi verificada a presenca
de flavondides e taninos (20,06 %). O extrato demonstrou atividade antimicrobiana mais expressiva frente
a Staphylococcus aureus, Salmonela cholerasuis ¢ Pseudomonas aeruginosa, com CIM de 80 pg/mL; 100
pg/mL e 400 ug/mL, respectivamente. Frente a Candida albicans o extrato exibiu CIM de 500 pg/mL. A
atividade antioxidante in vitro do extrato hidroetandélico de folhas de Eugenia uniflora foi determinada pe-
la inibicdo da autoxidaciio espontinea em homogenato de cérebro, medida pela técnica do malonildialdei-
do (MDA), sendo o Q;/, de 34,6 ug/mL. A DLs, do extrato hidroalcoélico das folhas de Eugenia uniflora
foi de 5,93 g/kg em camundongos, apds administracio por via oral.

SUMMARY. “Antimicrobial and Antioxidant Activities and Toxicity of Eugenia uniflora”. Eugenia uniflora L.
(Myrtaceae) is a shrub, which grows all over Latin America from Mexico to Argentina. The extract of Eugenia
uniflora leaves showed positive reaction for flavonoids and tannins. Concerning antimicrobial activity, the most
susceptible bacteria to Eugenia uniflora leaf extract were Staphylococcus aureus, Salmonela cholerasuis and
Pseudomonas aeruginosa, with Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of 80, 100 and 400 pg/mL, respec-
tively. The MIC against Candida albicans was 400 yg/mL. The in vitro antioxidant activity of the hydroalco-
holic extract from Eugenia uniflora was based on the inhibition of spontaneous lipid peroxidation of rats brain
homogenates. Malonyldialdehyde (MDA) was employed as parameter for lipid peroxidation evaluation. Q;/, was
calculated as 34.6 pg/mL. The LDs of E. uniflora hydroalcoholic extract, orally administered, was 5.93 g/kg.

INTRODUCAO

Eugenia uniflora L. (Myrtaceae) pode ser en-
contrada desde o Estado do Amazonas até o Rio
Grande do Sul 1. Weyerstahl et al. 2 mencionam
as denominac¢des populares Ibitanga, Pitangatu-
ba e Pitanga, para os frutos de Eugenia uniflora
L. no Brasil, e Brazil Cherry, Surinam Cherry na
América de lingua inglesa.

A familia Myrtaceae apresenta espécies com
atividades antioxidante, hipoglicemiante, anti-
reumatica, sendo utilizadas em distirbios esto-
macais e como anti-hipertensivas 3. O emprego
das folhas de Eugenia uniflora L. 4, cuja infusao
tem sido utilizada na medicina popular como
anti-hipertensiva e anti-reumdtica, ¢ bem conhe-
cido no Brasil. As folhas e frutos sio emprega-
dos na medicina caseira em varias regides do

pais, por serem considerados excitantes, febrifu-
gos, aromaticos, antireumaticos e antidisentéri-
cos. O extrato alcodlico € utilizado em bronqui-
tes, tosses, febres, ansiedade, hipertensiao arte-
rial e verminoses 5.

Em 1977, Rucker et al. ¢ isolaram varios com-
ponentes do Oleo essencial de frutos de E. uni

Sflora, principalmente sesquiterpenos, como fura-

noelemeno, germacreno, y-elemeno e selina-
4(14),7(11)-dieno. Maia et al. 7 estudaram o 6leo
essencial de folhas e ramos de E. uniflora, co-
lhidos na cidade de Belém, no Para, tendo sido
obtido 1,8% em oleo essencial, do qual germa-
creno (32,8%), germacreno B (15,6%) e curzere-
no (30,0%) foram isolados como componentes
mais abundantes.
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Schmeda-Hirschmann 8 verificou a presenca
dos flavondides quercetina e miricetina em fo-
lhas de Eugenia uniflora coletadas no leste do
Paraguai.

Lee et al. 9, investigando os constituintes fe-
nolicos de folhas de E. uniflora, relatam a pre-
senca de eugeniflorina D1 (C,5H,,0,,) e eugeni-
florina D2 (CyH,4O,), dois taninos macrocicli-
cos hidrolisaveis, obtidos do extrato metandlico
das folhas.

Duve & White 10 detectaram substincias an-
tioxidantes e polifendlicas na familia, por meio
de cromatografia em camada delgada, utilizando
o P-caroteno como revelador. Veldsquez et al. 11
verificaram a atividade antioxidante de extrato
metanodlico de E. uniflora, através de ensaio
com microssomos hepdticos, peroxidacao lipidi-
ca induzida por Fe2*/ascorbato e por
CCl,/NADPH, por reducdo de radical 2,2-difenil-
1-picrilidrazil e por geracao de radical superoxi-
do.

A partir da presenca de substancias polifeno-
licas, procurou-se estudar os efeitos ligados a
atividade antioxidante e atividade antimicrobia-
na. Schapoval et al. 12 verificaram efeito antiin-
flamatério com a infusiao de folhas frescas; os
infusos e decoctos apresentaram ac¢ao analgési-
ca. Tanto os infusos como os decoctos, na con-
centracao de 5% (p/v), nao exibiram acdo anti-
microbiana contra Staphylococcus aureus (ATCC
6538), Escherichia coli (ATCC 25922) e Candida
albicans (ATCC 10321). Eugenia uniflora apre-
sentou atividade moderada contra S. aureus e E.
Coli 13,

Adebajo et al. 14 avaliaram a atividade antimi-
crobiana do 6leo essencial das folhas e frutos
de E. uniflora, colhidos em diferentes estigios
de maturacido. A atividade foi testada pelo méto-
do de difusio em placa. Os resultados obtidos
para Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella pneumoniae, Candida albicans e Tri -
chophyton menthagrophytes foram diversos para
amostras colhidas em diferentes periodos do dia
e em diferentes €épocas do ano, indicando uma
variacao na composicao do 6leo das diferentes
amostras. A maioria das amostras foi inativa
contra Staphylococcus aureus, Serratia marces -
cens e Yersinia enterocolitica. Pseudomonas ae -
ruginosa foi a bactéria mais sensivel, enquanto
T. menthagrophytes foi o fungo mais sensivel. O
extrato metandlico de Eugenia uniflora foi posi-
tivo contra Aspergillus flavus, Bacillus subtilis,
Escherichia coli, Klebsiella aerogenes, Mycobac -
terium phlei, Proteus vulgaris, Pseudomonas ae -
ruginosa, Sarcina lutea, Serratia marcescens,
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Shigella dysenteriae, Staphylococcus aureus e
Trichophyton mentagrophytes 15.

O ¢leo essencial isolado de folhas de Euge -
nia uniflora revelou a presenca de curzereno
(19,7%), selina-1,3,7(11)-trien-8-ona (17,8%),
atractilona (16,9%) e furanodieno (9,6%), e dos
frutos, de germacrona (27,5%), selina-1,3,7(11)-
trien-8-ona (19,2%), curzereno (11,3%) e oxido-
selina-1,3,7(11)-trien-8-ona (11,0%). Os 6leos de
ambas origens exibiram potente atividade cito-
toxica e efeito antibacteriano variado 16.

Schmeda-Hirschmann et al. 17, trabalhando
com folhas de E. uniflora, nao verificaram toxi-
cidade em doses de até 4,2 g do extrato hidroal-
coodlico por kg de peso, administradas em ca-
mundongos, por via oral. A DL50, por via intra-
peritoneal, obtida pelos autores, foi de 220
mg/kg, em camundongos.

Schapoval et al. 12 ndo observaram toxicida-
de aguda, trabalhando com preparacdes extrati-
vas de folhas de E. uniflora L. dez vezes mais
diluidas do que as empregadas no presente es-
tudo.

MATERIAL E METODOS

As folhas de Eugenia uniflora L. foram cole-
tadas no Estado de Siao Paulo, Brasil, latitude -
22,72528°, longitude - 47,64917° e altitude de
548 metros, no cultivo da Escola Superior de
Agricultura Luiz de Queiroz, Universidade de
Sao Paulo, Brasil. A espécie foi identificada por
Maria Lucia Kawasaki, Instituto de Botanica, Sao
Paulo, SP, Brasil, estando a exsicata depositada
na mesma instituicao, sob a designacio SP329658.
As folhas secas de E. uniflora L. foram pulveri-
zadas em moinho de martelos tipo Wiley, e o
po obtido foi classificado através de passagem
por tamis de mesh 20 18,

Os extratos foram obtidos pelo processo de
percolacdo, com mistura hidroetandlica a 70%.
O etanol foi eliminado em concentrador a va-
cuo, a temperatura de 45 °C. A dgua residual foi
retirada em liofilizador, usando como tempera-
tura de congelamento -40 °C e pressio reduzida
de 0,1 mbar, por 24 h.

Triagem fitoquimica e doseamento de
taninos

A triagem fitoquimica foi realizada de acordo
com Farnsworth 19 e Costa 18, A partir do extrato
liofilizado foram realizadas reacdes para verifi-
cacdo da presenca de mucilagens, flavonéides,
taninos, antraquinonas, alcaldides, glicosideos
cardiotdnicos, saponinas e oleo essencial.

O doseamento de taninos foi realizado de
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acordo com European Pharmacopoeia 1997 20, realizada a 532 nm, apés adi¢dao do acido tiobar-

através da reacdo de polifendis adsorvidos e  bitdrico, de acordo com a férmula a seguir:

nao adsorvidos pelo p6 de pele com acido fos-

fotangstico e medida da absorbincia a 715 nm. CAOx (%) = 100 [1-(A-A) amostra / (A-A))

controle]

Determinacdo da atividade antimicrobiana.

Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) Onde: CAOx = capacidade antioxidante do
A atividade antimicrobiana do extrato de fo-  extrato de E. uniflora, A, = absorbancia ap6s 1

lhas de Eugenia uniflora L. foi avaliada através  hora de incubag¢io e A = absorbancia antes da

da CIM (Concentracao Inibitéria Minima), pelo  incubacio.

método da diluicao em meio de cultura liquido A partir dos dados obtidos, foi construida a

2. As cepas de Staphylococcus aureus (ATCC  curva da capacidade antioxidante, relacionando-

6538), Salmonella choleraesuis (ATCC 10708), se a variacao da porcentagem de inibicao da au-

Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442), Esche -  toxida¢io do homogenato de cérebro (WCAOX),

richia coli (ATCC 10536), Candida albicans  com a concentracio de extrato de folhas de E.

(ATCC 10231) e Aspergillus niger (ATCC16404)  uniflora L. Localizando-se no grafico a concen-

foram fornecidas pela Secao de Colecao de Cul-  tracdao correspondente a 50% do efeito inibitério

turas do Instituto Adolfo Lutz-SP. Os meios de  medido, estabelece-se o indice Q;,,.

cultura caldo e agar caseina de soja, para as

bactérias e caldo e agar sabouraud dextrose, pa-  Awvaliagcdo da DL50 do extrato

ra os fungos, foram preparados a partir de meio  bidroalcodlico de folbas de Eugenia

desidratado, conforme as instrucdes do fabrican-  umniflora L.

te (DIFCO). Camundongos Swiss, machos e fémeas com,
A Concentracao Inibitéria Minima foi estabe-  aproximadamente, 30 g, foram previamente

lecida para os antibiéticos Ampicilina e Nistati-  mantidos por periodo de dez dias em aclima-

na, empregando-se a mesma metodologia utili-  tacio no laboratério, no qual foram realizados
zada para os extratos. os ensaios. Os animais foram alimentados com

racao marca PURINA-LABINA, e mantidos com
Atividade antioxidante agua ad libitum. Foram colocados em jejum por

O extrato hidroalcéolico de folhas de E. uni - cerca de dez horas antes da administracao das
Sflora L. (EHA) foi analisado quanto a sua capa-  doses, porém com agua fornecida ad libitum.

cidade antioxidante, segundo método proposto A DL 50 foi estimada pelo método de Trim-
por Stocks et al. 22. A autoxidacdo espontinea  med Spearman - Karber 24,
de homogenato de cérebro de ratos foi medida Para determinacio da DOSE LETAL 50%

pela reacao do malonildialdeido (MDA) com o (DLso)v o extrato liofilizado de folhas de E. uni -
acido tiobarbitdrico (TBA). A medida da ini-  flora L., suspenso em 4gua, foi administrado por
bicao do processo da autoxidacdo espontinea ¢  gavagem, nas doses de 3,0; 3,6; 4,3; 5,2 e 6,1
realizada apds adicao de diferentes concen-  g/kg, por via oral. Cada dose, bem como o con-
tracoes do extrato no qual se pretende avaliar a  trole, foram administrados a grupos de cinco
atividade antioxidante. machos e cinco fémeas. O grupo controle (ma-
Para o ensaio foram empregados ratos adul-  cho e fémea) recebeu volume equivalente de
tos, machos, da linhagem Wistar, pesando apro-  4gua destilada. Na andlise estatistica dos dados
ximadamente 250 gramas, fornecidos pelo bioté-  aplicou-se o teste “F’de Snedecor, para compa-
rio da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da  racdo das varidncias, com limite de confianca de
Universidade Sao Paulo. O cérebro do animal  95%
foi perfundido em salina, retirado e mantido em Ap6s administracio, todos os grupos foram
banho de gelo. Foi obtido o homogenato de cé-  deixados sem racdo e dgua nas primeiras quatro
rebro, o qual sofreu peroxidacdo espontdnea.  horas, e observados ao longo deste periodo e a
Diferentes concentracoes de extrato foram adi- cada 24 h, durante 14 dias, verificando-se o
cionadas, com o objetivo de verificar a inibicdo ~ comportamento (agitacdo, piloerecdo, irritabili-
da peroxidacio. dade, resposta ao toque, aperto de cauda, con-
A reacdo de peroxidagao espontinea foi rea-  torcdo, forca de agarrar, tremores, respiracao,
lizada a temperatura de 37 °C, durante 1 hora. A ndmero de mortos). Foram anotados peso cor-
reacdo foi terminada com a adi¢lo de dcido tri-  poéreo individual e consumo de dgua e racgio,
cloroacético a 5%. A leitura das absorbancias foi ~ para cada grupo de 5 animais, a cada 48 h 23.
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Decorridos 14 dias, os animais foram mortos,
sendo realizadas analise macroscopica (aspecto,
cor e tamanho) e pesagem dos seguintes
orgaos: figado, rins, coracao/pulmao.

RESULTADOS
Triagem fitoquimica

Na triagem fitoquimica do extrato hidroalco-
olico de E. uniflora foi verificada a presenca de
flavonoides e taninos.

Teor de taninos

A porcentagem de taninos no extrato hidroe-
tandlico liofilizado foi de 20,06%, o que corres-
ponde a 2,96% de taninos na droga, consideran-
do que o rendimento foi 14,75% do extrato em
relaciao a droga.

Atividade antioxidante

A concentracao de 34,6 pg/mL do extrato hi-
droetandlico promoveu a inibi¢io de 50% da li-
poperoxidacio em homogenato de cérebro de
ratos, de acordo com a equacao da reta da Figu-
ra 1.

Atividade antimicrobiana

Os resultados obtidos na avaliacio da ativi-
dade antimicrobiana de extrato de folhas de Eu
genia uniflora L. estio sumarizados na Tabela 1.

Determinacdo da DLs,

Foram administradas doses de 3,0, 3,6, 4,3,
5,2 e 6,2 g/kg por via oral. Os animais se reco-
lheram para cada extremidade da gaiola, houve
certo ericamento dos pelos, ficaram om os
olhos cerrados, e reagiram pouco aos estimulos,
como sons ou mesmo quando eram tocados.
Permaneceram assim, porém nas doses mais

3.500
3.000 +

y=0.9562x + 0,3458

2,500 +
R2 =0,9489

2.000 +
1.500 +

11{(% de CAOX/100 )

=

8
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0.000 t : t : t
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1/{Concentracio do extrato de Eugenia unifiora L./100)
[ mLA0*mg ]

Figura 1. % de CAOx em func¢iao da concentracio do
extrato hidroalcodlico de folhas de E. uniflora L.
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Concentragao inhibitoria minima

Extrato
Microorganismo  hidroalcoélico Ampicilina  Nistatina
(mg/mL) (mg/mL)  (mg/mL)
A. niger 900 27
C. albicans 500 11
P. aeruginosa 400 80
S. choleraesuis 100 50
S. aureus 80 10

Tabela 1. Atividade antimicrobiana do extrato hidroal-
codlico de folhas de Eugenia uniflora L. Determi-
nacao da Concentracao Inibitéria Minima (CIM), em
comparacao com os antibioticos Ampicilina e Nistati-
na. (NCCLS, M7 - A5, 2000).

baixas, apos as primeiras duas horas, o pelo
voltou ao normal.

Ap6s, aproximadamente, 3 h, os animais que
receberam doses de 3,0, 3,6 e 4,3 g/kg voltaram
a se agrupar, mas permaneceram bem quietos.
Os grupos controle também foram para os can-
tos da gaiola logo apds a administracio, mas
depois de 45 min voltaram ao comportamento
normal, diferentemente dos grupos tratados.

Decorridas as 4 h iniciais, os animais do gru-
po controle prontamente acorreram para os ali-
mentos, enquanto nos grupos tratados, a reacao
foi mais lenta, e nas doses mais altas, houve
mesmo desinteresse por dgua € racao.

Os primeiros 6bitos ocorreram nas primeiras
24 h, para dose de 6,2 g/kg. De um modo geral,
os animais foram se recuperando até o sexto dia
de observacio, quando nao se notou diferenca
de comportamento dos grupos tratados em re-
lagdo aos grupos controle; apenas nas duas do-
ses mais altas ocorreram os 6bitos, até o quarto
dia apo6s a administracao do extrato. Ao final do
ensaio, nao foram observadas diferencas no as-
pecto geral (cor, tamanho) de coracao, pulmio,
figado e rins, nem nas massas relativas dos
orgaos, em compara¢ao ao controle. A DLs, foi
calculada em 5,93 g/kg de peso do animal.

DISCUSSAO E CONCLUSOES

A triagem fitoquimica do extrato liofilizado
de folhas de E. uniflora revelou a presenca de
flavonoides e taninos. O teor de taninos foi de
20,06% no extrato de folhas, correspondente a
2,96% na droga vegetal.

Staphylococcus aureus, Salmonella cholerae -
suis, Pseudomonas aeruginosa e Candida albi -
cans mostraram-se sensiveis a acao do extrato.
Os maiores niveis de atividade antimicrobiana
foram observados frente a S. aureus e S. chole -
raesuis.
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O extrato hidroalcodlico de folhas de Euge - xicidade nestes niveis de doses, o que também
nia uniflora exibiu Concentraciao Inibitéria Mi-  foi relatado por Schmeda-Hirschmann et al. 17,
nima de 100 pg/mL frente a S. choleraesuis e de  em doses até 4,2 g/kg, em camundongos da lin-
80 pg/mL frente a S. aureus, valores altos se  hagem BALB C.
comparados as Concentracdes Inibitorias Mini- O extrato de folhas de E. uniflora apresen-
mas dos antibidticos de referéncia, 50 pg/mL  tou Q,,, de 34,6 pg/mL, o que o coloca em uma
para ampicilina, frente a S. choleraesuis, e 10  posicao intermediaria em relacio ao potencial
pg/mL, frente a S. aureus. Deve ser lembrado,  para atividade antioxidante, quando comparado
entretanto, que a atividade € devida a uma  com outras espécies vegetais estudadas por Bar-

fracao do extrato, que contém as substiancias ati-  ros et al. 28, com o emprego desta técnica.
vas. Os valores da CIM para as substancias de Taninos e flavondides estdo presentes no ex-
referéncia, estao de acordo com NCCLS,M-7 21, trato hidroalcodlico de folhas de Eugenia uni -

Nenhum dos extratos foi ativo frente a Es - flora, sendo a porcentagem de taninos de
cherichia coli, fato também relatado por Limber- ~ 20,06%, correspondendo a 2,96% na droga. A
ger et al. 26, estudando o 6leo essencial de ou-  presenca de flavondides e taninos, cujas pro-
tras espécies de Eugenia (E. bacopari, E. pluri - priedades como supressores de radicais peroxila
Sflora e E.uruguayensis), pelo método de difusao  sao bem conhecidas, devem ter contribuido pa-
em agar. ra a atividade antioxidante observada.

Schapoval et al. 12, em estudos com prepa- Taninos sao estruturas polares, de alto peso
racoes indicadas na medicina popular, nio ob-  molecular, cuja absorcao pelo trato digestivo
servaram atividade antimicrobiana em infusos e = provavelmente ¢ dificultada. Um ensaio in vivo
decoctos de folhas de E. uniflora, talvez porque  complementaria o estudo da eficicia do extrato
estas preparacdes estivessem em niveis de di-  de folha de Eugenia uniflora L. quanto a acdo
luicao abaixo da concentracio minima inibitoria.  antioxidante.

No material testado neste estudo os compo- Concluindo, pelo estudo realizado, pode-se
nentes voldteis podem ter sido eliminados pelo  verificar que o extrato hidroalcodlico de folhas
tratamento ao qual foi submetido o extrato, fato  de Eugenia uniflora apresenta atividades anti-

que explicaria as reacdes negativas a Oleos es-  microbiana e antioxidante iz vitro, podendo os
senciais na triagem fitoquimica. A atividade anti-  compostos fendlicos serem os responsaveis pe-
microbiana parece depender de substincias nio  las atividades. Parece apresentar baixa toxicida-
volateis, ja que estas ndo estao presentes no ex-  de, como resultado do ensaio agudo em camun-
trato. Componentes do extrato responsaveis pe-  dongos.

la atividade antimicrobiana podem ser os polife-
nois, particularmente os taninos. Nos relatos de ~ REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
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