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RESUMO: A planta Plinia glomerata (Myrtaceae), popularmente conhecida como cabeludinha
ou “jabuticaba-amarela”, ocorre amplamente no sul do Brasil e ¢ cultivada como ornamental e
frutifera comestivel. O presente trabalho avaliou as propriedades antimicrobianas dos extratos,
fragdes e substancias puras isoladas da planta contra bactérias e fungos patogénicos. As
concentracdes inibitorias minimas (CIM) foram determinadas através do método de diluigdo em
agar. As fracdes acetato de etila (AE) e fracdo aquosa (AQ) demonstraram a melhor atividade
contra Staphylococcus aureus. A fracdo AQ também foi efetiva contra Escherichia coli. As
substancias puras, acido 3,4,3’-trimetoxi-flavelagico-4’-O-glicosideo e acido 3,4,3’-trimetoxi-
flavelagico foram inativas até a concentracdo de 500 ng/mL contra os microrganismos testados.
Em relag@o aos resultados antifingicos, os extratos metandlico (EM) e acetonico (EA) e a fragao
aquosa (AQ) mostraram boa atividade somente contra dermatofitos. Os resultados obtidos
permitem concluir que a Plinia glomerata possui principios ativos com a¢do antimicrobiana,
sugerindo que outras substincias da planta estdo agindo contra os microrganismos indicados ou
a existéncia de efeitos sinérgicos.

Unitermos: Plinia glomerata, atividade antimicrobiana, acido 3,4,3’-trimetoxi-flavelagico-4’-
O-glicosideo, acido 3,4,3’-trimetoxi-flavelagico.

ABSTRACT: “Evaluation of the antimicrobial effects of Plinia glomerata (Myrtaceae)”.
Plinia glomerata, commonly known as “yellow jaboticaba” or “cabelluda” occurs widely in south
of Brazil. This work evaluated the antimicrobial properties of the extracts, fractions and isolated
compounds of this plant against pathogenic microorganisms, bacteria and fungi. The minimal
inhibitory concentration (MIC) was determined through the method of dilution in agar. The ethyl
acetate (EtOAc) and aqueous fractions demonstrated the best activity against Staphylococcus
aureus. The aqueous fraction also exhibited good activity against Escherichia coli. The pure
substances 3,4,3’-trimethoxy-flavellagic-4’-O-glucose acid and 3,4,3’-trimethoxy-flavellagic
acid were inactive up to 500 pg/mL. Regarding results against fungi, EA and EM extracts as
well as AQ fraction showed good activity only against dermatophytes. The results suggest that P
glomerata produces active principles with antimicrobial activity, suggesting that other substances
from the plant are acting against the microorganisms or the existence of synergic effects.

Keywords: Plinia glomerata, antimicrobial activity, 3,4,3’-trimethoxy-flavellagic-4’-O-glucose
acid, 3,4,3’-trimethoxy-flavellagic acid.

INTRODUCAO (Gibbons, 2003; Barbosa-Filho et al., 2005; Morais et
al., 2005; Vendruscolo et al., 2005; Amaral et al., 2006;
A familia Myrtaceae, de significativa Bezerra et al., 2006; Bnouhom et al., 2006; Agra et al.,

ocorréncia no sul do Brasil, ¢ formada por um grande
nimero de plantas que incluem desde matas rasteiras
a grandes arvores. Esta familia ¢ considerada uma
das mais importantes da mata Atlantica brasileira. O
potencial medicinal de muitas de suas espécies tem
sido experimentalmente comprovado, como a atividade
anti-reumatica, antidiabética, antimicrobiana, diurética
e reguladora do sistema digestivo, entre outras,
comprovados em diferentes modelos experimentais
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2007; Oliveira et al., 2007).

A Plinia glomerata, é conhecida popularmente
como “cabeludinha” ou “jabuticaba-amarela”, e possui
também como nome cientifico Myrciaria glomerata,
Eugenia cabelluda e Eugenia tomentosa. A espécie ¢é
nativa do Brasil, originaria dos estados de Rio de Janeiro,
Sdo Paulo e parte sul de Minas Gerais (Cabeludinha,
2005). Sdo raros os estudos com esta espécie, sendo
encontrado apenas um trabalho preliminar indicando
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efeito de seu extrato contra S. aureus, P. aeruginosa e
Burkholderia cepacia. (Silva et al., 2000). Recentemente
demonstramos a existéncia de grande potencial
analgésico para esta planta, relacionado com a presenca
de substancias fendlicas (Serafin et al., 2007). O presente
trabalho analisa a atividade antimicrobiana dos extratos,
fragOes e substancias puras obtidas das partes aéreas de
Plinia glomerata contra microrganismos patogénicos
(fungos ¢ bactérias).

MATERIAL E METODOS
Procedimentos gerais

Todas as fracdes foram submetidas a
cromatografia em camada delgada (CCD), onde
utilizaram-se placas de cromatografia de silica Gel
60 F,,, adquiridas da Merck, como fase estacionaria
e diversos eluentes como fase modvel (cloroféormio,
metanol, hexano e acetato de etila), variando o tipo ¢ a
propor¢@o conforme o comportamento cromatografico
da fracdo analisada.

Para revelar as classes das substincias, foi
utilizado Ultra-Violeta como revelador universal,
e anisaldeido sulfurico e cloreto férrico 3% como
reveladores especificos. As fracdes com melhores
rendimentos foram submetidas a procedimentos de
cromatografia em coluna (CC), onde utilizou-se silica
Gel 60 (70-230 mesh) ou Sephadex LH-20.

As substancias puras foram identificadas por
métodos espectroscopicos usuais: Infra-vermelho (IV
- BOMEM-100), ressonancia magnética de hidrogénio
(RMN 'H), carbono 13 (RMN '*C), NOE dif. e HETCOR
- (Variam XL-300) e espectroscopia de massas (Thermo
Finnigan LCQ Deca XP plus ion trap spectrometer).

Material vegetal

As partes aéreas (folhas e galhos) de Plinia
glomerata foram coletadas na Epagri/Itajai-SC, Brasil,
em dois momentos: outubro de 2004 e setembro de
2005, e sua excicata esta depositada no Hebario Barbosa
Rodrigues sob n° VC Filho 52. Na primeira coleta, o
material foi seco em estufa a 40 °C, e posteriormente
moido (0,4 kg). Na segunda coleta, foram utilizadas as
folhas e galhos frescos da planta (1,7 kg).

Preparacido dos extratos, fracdes e isolamento das
substancias

O material vegetal (folhas e galhos) seco (0,4
kg) coletado no primeiro momento foi macerado em
metanol por sete dias em um percolador. Apos este
periodo, o macerado foi filtrado, recolhido e em seguida,
concentrado em evaporador rotatorio sob pressdo
reduzida até a secura, obtendo-se o extrato metanolico
bruto (EMB) (48 g), dos quais foram reservados cerca de

S gramas para os testes biologicos. O extrato foi suspenso
com mistura de metanol ¢ agua (2:1) e posteriormente
particionado sucessivamente com os solventes de
polaridade crescente hexano, diclorometano e acetato de
etilana proporcdo 2:1, obtendo-se as respectivas fragdes:
Hexano (Fr. Hex) 1,1 g, Diclorometano (Fr. DCM) 0,49
g, acetato de etila (Fr. AE) 0,84 g, sendo que o material
restante foi denominado fragdo aquosa (Fr. AQ),
propiciando desta forma, a separagdo das substincias
conforme suas distintas polaridades (Cechinel Filho;
Yunes, 1998; Niero et al., 2003).

Na segunda coleta, em virtude da pequena
quantidade de material obtido na primeira coleta, o
material vegetal fresco foi macerado em acetona por
3 dias. Apos este periodo, o filtrado foi concentrado
em evaporador rotatdrio sob pressdo reduzida até a
secura, obtendo-se 110 g do extrato acetdonico (EA).
Em seguida, o mesmo material vegetal foi macerado
em metanol por mais 7 dias. Apds, foi concentrado em
evaporador rotatorio sob pressdo reduzida onde obteve-
se 60 g do extrato metanolico (EM). Cerca de 30 gramas
do extrato acetonico foi cromatografado usando-se
coluna de silica gel e fase movel CHCI,:MeOH com
aumento de polaridade, resultando 150 mg de acido
3,4,3’-trimetoxi-flavelagico-4’-O-glicosideo (1) e¢ 139
mg de acido 3,4,3’-trimetoxi-flavelagico (2), conforme
anteriormente descrito (Serafin et al., 2007).

O extrato EMB e as fracdes Hex, DCM, AE e
AQ, além dos compostos puros 1 e 2, foram analisados
contra bactérias (Tabela 1), e os extratos EM ¢ EA, além
da fragdo AQ e compostos 1 ¢ 2, foram testados contra
fungos (Tabela 2).

Atividade antimicrobiana
Microrganismos e meios

As bactérias utilizadas como cepas padrdes
foram: Escherichia coli (ATCC 11775), e Staphylococcus
aureus (ATCC 6538P), fornecidas pela “Fundagdo
Tropical de Pesquisa e Tecnologia André Tosello”,
Campinas, SP. Os fungos leveduriformes foram:
Candida albicans (ATCC 10231), Candida tropicalis
(ATCC 7349), Cryptococcus neoformans (ATCC 32264)
e Saccharomyces cerevisiae (ATCC 9763); os fungos
filamentosos foram: Aspergillus flavus (ATCC 9170),
Aspergillus fumigatus (ATCC 26934), Aspergillus niger
(ATCC 9092) e os dermatoéfitos foram Microsporum
gypseum (C115), Trichophyton mentagrophytes (ATCC
9972) e Trichophyton rubrum (C137), fornecidos pelo
Centro de Referencia en Micologia (CEREMIC) e
Facultad de Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas,
Suipacha, Rosario, Argentina.

Avaliacdo da atividade antibacteriana
Os valores da concentracdo inibitéria minima
(CIM) foram determinados através da diluigdo
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dos componentes obtidos de P. glomerata em agar
empregando a metodologia descrita por National
Committee for Clinical and Laboratory Standards
(NCCLS, 1993) com modifica¢des. O extrato, fragdes
ou substincias foram dissolvidas em solugdo de
dimetilsufoxido (DMSO) e agua destilada (4:6), foram
adicionados em séries de frascos com capacidade para
5 mL em diferentes concentragdes. Em seguida, a cada
frasco foi adicionado 1 mL de meio agar Mueller-Hinton
para as bactérias, seguido de imediata homogeneizagdo
da mistura. Apés a solidificacdo dos respectivos meios
de cultura, os microrganismos, previamente ativados,
foram inoculados nas séries correspondentes, sendo
entdo, incubados a 37 °C por 18 a 24 horas para as
bactérias.

Apds o periodo de incubagdo, foram realizadas
leituras da concentrag¢do inibitoria minima através da
verificagdo visual do crescimento microbiano. Para
interpretacdo dos resultados foi considerada CIM a
inibigdo total do crescimento microbiano visivel.

Durante os testes foram utilizados controles,
com os meios de culturas e solvente utilizado na
solubilizagdo do extrato, fracdes e substincias, a fim
de verificar seu efeito sobre os microrganismos. A
concentragdo final de DMSO nos ensaios ndao excedeu
2%. A leitura dos resultados foi considerada valida
somente quando houve crescimento microbiano nos
controles. Os ensaios foram repetidos por trés vezes
(Souza et al., 2003).

Avaliacdo da atividade antifingica

A CIM de cada extrato, fracdo ou substancia
pura foi determinada usando técnicas de microdiluigdo,
de acordo com as normas do NCCLS (2002). Os valores
da CIM foram determinados em RPMI-1640 (Sigma) a
pH 7.0 com MOPS.

As bandejas foram incubadas a 35 °C para
leveduras e fungos filamentosos e a 28-30 °C para
dermatéfitos em uma camara escura € imida, e as CIM
foram visualmente observadas a 48 h para leveduras, ¢

para os demais fungos, de acordo com o crescimento
do fungo controle. Para os ensaios, solugdes estoque
de extratos, fragdes e compostos puros (100 pL) foram
diluidas 2 vezes com RPMI-1640. Um volume de 100
pL de suspensdo do inoculo foi adicionada a cada
pogo com exce¢do do controle estéril, onde agua foi
adicionada a cada pogo. Concentragdes de 250-0,98 ng/
mL e uma concentragdo final de DMSO menor ou igual
a 2 % foram obtidas nos diferentes pocos. A CIM foi
definida como a mais baixa concentracdo do material
testado que inibe totalmente o crescimento visual dos
fungos comparado ao grupo controle, analisado em
triplicata (Zacchino, 2001).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A atividade antibacteriana do extrato
metandlico bruto (EMB) da P. glomerata e das fragoes
Hex, DCM, AE e AQ obtidos na 1* coleta, foi verificada
através da determinacdo da concentragdo inibitdria
minima contra microrganismos patogénicos, cujos
resultados estdo indicados na Tabela 1. Observou-se
que a Fracdo AE e Fragdo AQ apresentaram resultados
positivos contra Staphylococcus aureus e Escherichia
coli. Esta atividade provavelmente se deve a presenga
de substancias fendlicas, que segundo a literatura,
possuem capacidade de complexar-se a proteinas
extracelulares da membrana bacteriana, provocando sua
morte (Cowan, 1999). Estudos anteriores demonstraram
que varias bactérias sdo sensiveis a taninos, dentre elas
Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumonia,
Bacillus anthracis e Shigella dysenteriae (Monteiro et
al., 2005).

Por outro lado, quando as substancias isoladas
daplanta, os taninos [acido 3,4,3’-trimetoxi-flavelagico-
4’-0-glicosideo (1) e acido 3,4,3’-trimetoxi-flavelagico
(2)] foram testadas contra S. aureus e E. coli, revelaram-
se inativas contra os microrganismos testados até a
concentragdo de 500 pg/mL, sugerindo que outras
substancias presentes na planta, provavelmente de
natureza fenodlica, conforme verificado por CCD e
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Tabela 1. Atividade antibacteriana dos extratos, fracdes e substancias isoladas de Plinia glomerata, contra os microrganismos

patogénicos.
CIM (pg/mL)
Material testado T coli S aurens
EMB >1000 >1000
Fr. Hex >1000 >1000
Fr. DCM >1000 >1000
Fr. AE >1000 <500
Fr. AQ 500-1000 <500
1) >500 >500
2) >500 >500

Concentragdo Inibitoria Minima (CIM), Extrato Metanolico Bruto (EMB), Fragado hexano (Fr. Hex), Fragdo diclorometano
(Fr. DCM), Fragio Acetato de etila (Fr. AE), Fragio aquosa (Fr. AQ), Acido 3,4,3 -trimetoxi-flavelagico-4’-O-glicosideo
(1), Acido 3,4,3’-trimetoxi-flavelagico (2), Escherichia coli (E. coli), Staphylococcus aureus (S. aureus).
Os experimentos foram realizados em triplicata em trés diferentes experimentos.

Tabela 2. Atividade antifingica dos extratos, fracdes e substancias obtidas de Plinia glomerata, contra fungos leveduriformes e

filamentosos.
CIM (pg/mL)

Fungo EA EM AQ ) Q)
Candida albicans >250 >250 >250 >250 >250
Candida tropicalis >250 >250 >250 >250 >250
Saccharomyces cerevisiae >250 >250 >250 >250 >250
Cryptococcus neoformans >250 >250 >250 >250 >250
Aspergillus fumigatus >250 >250 >250 >250 >250
Aspergillus flavus >250 >250 >250 >250 >250
Aspergillus niger >250 >250 >250 >250 >250
Microsporum gypseum 125 250 250 >250 >250
Trichophyton mentagrophytes 125 125 125 >250 >250
Trichophyton rubrum 125 125 125 >250 >250

Concentragdo Inibitéria Minima (CIM), Extrato acetonico (EA), Extrato metandlico (EM), Fr. aquosa (AQ), Acido
3,4,3’-trimetoxi-flavelagico-4’-O-glicosideo (1), Acido 3,4,3’-trimetoxi-flavelagico (2).
Os experimentos foram realizados em triplicata em trés diferentes experimentos.

reagente especifico (FeCl,), estdo atuando contra os
microrganismos ou devido a existéncia de sinergismo.

A atividade antifiingica do extrato acetdnico,
metanolico (2* coleta) e aquoso (1* coleta) também
foi analisada através da determinagdo da concentragdo
inibitéria minima contra fungos leveduriformes e
filamentosos, cujos resultados estdo indicados na tabela
2. Observou-se que os extratos acetonico, metanolico
e aquoso foram bem efetivos contra Thichophyton
mentagrophytes e T. rubrum com CIM de 125 pg/mL.
Ja o extrato acetonico demonstrou a melhor atividade
contra Microsporum gypseum, apresentando uma CIM
de 125 pg/mL.

Apesar de verificarmos nos extratos ou fragdes

uma tendéncia a atividade antimicrobiana, as substancias
isoladas, identificadas como acido 3,4,3’-trimetoxi-
flavelagico-4’-O-glicosideo (1) e 4cido 3,4,3’-trimetoxi-
flavelagico (2), ndo demonstraram atividade, indicando
que ndo sdo ativas até a concentracdo maxima analisada,
e provavelmente outros compostos sdo responsaveis
pela atividade antimicrobiana dos extratos e fragdes,
nao descartando-se a possibilidade de sinergismo entre
as moléculas presentes nos extratos. Embora os estudos
cientificos desta planta sejam raros, os resultados obtidos
confirmam e complementam os estudos anteriormente
realizados por Silva et al. (2000) sobre o potencial
antimicrobiano de P. glomerata.
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CONCLUSAO

As fragdes mais polares apresentaram efeitos
antimicrobianos contra a bactéria Staphylococcus
aureus (AE e AQ), enquanto os extratos EA e EM,
além da fragdo AQ, foram efetivos contra os fungos
Aspergillus fumigatus, Trichophyton mentagrophytes e
Trichophyton rubrum. Das substincias isoladas 1 e 2
e submetidas a investigagdo antimicrobiana, nenhuma
demonstrou atividade até a concentragao de 500 pg/mL,
sugerindo que outras substincias presentes na planta
estdo atuando contra os microorganismos testados ou
existe sinergismo entre as substincias ocasionando
o efeito antimicrobiano evidenciado pelos extratos e
fracdes testadas.
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