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PRELIMINAR DA ACTIVIDADE

ANTIMICROBIANA DAS FOLHAS
DE CYDONIA OBLONGA MILLER
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RESUMO
O marmelo é reconhecido como uma importante fonte de compostos promotores da saude sendo que a actividade
antimicrobiana dos extractos da sua polpa, casca e sementes foi j& avaliada. N&o existem porém estudos da activida-

\

de antimicrobiana das folhas de marmeleiro. Este estudo preliminar teve como objectivo determinar a actividade dos
seus extractos metandlicos. Concluiu-se que 0s extractos testados nao apresentam actividade em E. coli, S. aureus,
C. albicans, C. glabrata, A. niger, A. fumigatus, Mucor spp e Absidia spp pelo que novos extractos devem ser preparados
sendo posteriormente avaliados.

PALAVRAS-CHAVE: Antimicrobianos; Bactérias; Leveduras; Fungos filamentosos; Extractos metanolicos; compostos fe-
ndlicos; Cydonia oblonga Miller.

ABSTRACT

Quince fruit is recognized an important source of health promoting compounds being the antimicrobial activities of
the quince pulp, peel grape and seed extracts already evaluated.

No results are known for quince leaves antimicrobial activity. This preliminary work intended to determine the activity
of quince leaves methanolic extracts. These had no antimicrobial activity either against E. coli, S. aureus, C. albicans, C.
glabrata, A. niger, A. fumigatus, Mucor spp e Absidia spp and new extracts must be prepared and evaluated.

KEY-WORDS: Antimicrobial agents; Bacteria; Yeasts; Filamentous fungi; Methanolic extracts; Phenolic compounds;
Cydonia oblonga Miller.
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1.INTRODUCAO

A necessidade de antifungicos seguros e eficazes tem vindo a aumentar lado a lado com o aumento
de pacientes imunodeprimidos em risco de contrair infec¢bes sistémicas (Ferreira e Sousa, 2000). A
emergéncia de fungos patogénicos resistentes as terapias actualmente disponiveis, bem como os
efeitos adversos e o reduzido espectro de acgdo dos antifingicos existentes no mercado, tornam ne-
cessaria e urgente a pesquisa de novos compostos para o tratamento de micoses invasivas, provoca-
das em grande numero por leveduras (especialmente do género Candida spp.) e fungos filamentosos
(nomeadamente Aspergilus spp. e zigomicetes) (Brooks et al., 2005; Hirasawa e Takada, 2004; Pinto et
al., 2006; Yang et al. 2006).

As plantas constituem desde sempre uma boa fonte de compostos bioactivos, sendo que os com-
postos fendlicos estdo entre os mais activos e com maior espectro de ac¢do na inibicdo de micror-
ganismos (Gigante et al. 2003; Pinto et al., 2006; Yang et al. 2006). Os mecanismos descritos como
responsaveis pelos efeitos téxicos dos polifendis sobre os microrganismos incluem a adsorgao e a
ruptura das membranas celulares microbianas e a interac¢do com enzimas, substratos e metais (Fat-
touch etal, 2007).

O marmelo (Cydonia oblonga Miller) é consumido em grande quantidade no nosso Pais, sobretudo na
forma de marmelada e de geleia, produtos tradicionais Portugueses. Na Ultima década, a composi¢do
quimica deste fruto tem sido bastante estudada, tendo-se verificado que se trata de uma excelente fon-
te de compostos fendlicos e de dcidos organicos, compostos com reconhecida actividade antioxidante
(Silva et al, 2004 e 2008; Oliveira e Silva, 2007). Diversos autores tém relacionado o perfil fenélico deste
fruto ndo s6 com as suas propriedades antioxidantes, mas também com as suas propriedades antimi-
crobiana (antibacteriana e antiviral) e anti-ulcerativa (Garcfa-Alonso et al, 2004; Fattouch et al, 2007;
Hamazu et al, 2005 e 2006; Silva et al,, 2004; Wang et al., 2006; Yildirim, 2006).

A medicina popular tem recorrido aos frutos e as folhas de C. oblonga devido aos seus efeitos benéficos
no tratamento de doencas cardiovasculares e de pele, hemorroidas, asma e tosse. Também ja foram
relatadas as propriedades tranquilizantes, antipiréticas e antidiarreicas das folhas, bem como a sua acti-
vidade antioxidante (Oliveira et al., 2007 e 2008; Yildirim et al,, 2001).

Em estudos recentes (Oliveira et al., 2007 e 2008), efectuados no CEBIMED da Faculdade de Ciéncias da
Saude da Universidade Fernando Pessoa, realizou-se a determinacéo dos perfis em compostos fendlicos
e em 4cidos organicos das folhas de marmeleiro, tendo-se verificado que se trata de uma excelente
fonte de compostos bioactivos. No entanto, até ao momento, ndo existem estudos da actividade anti-
microbiana destas folhas que, devido ao seu elevado conteddo em compostos fendlicos, se mostram
excelentes candidatas para este tipo de actividade (Oliveira et al.,, 2007; Silva et al., 2008).

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. REAGENTES

A égua foi tratada num sistema de purificacédo (Millipore, Bedford, MA). O Agar Sabouraud (Sabouraud
Dextrose Agar) é da BBL, o Agar nutritivo (Caldo Nutritivo) da Merck, o Agar Agar da Fluka e o Agar Muel-
ler Hinton 2 (MH2; Gelose Mueller Hinton 2) da Biomerieux. O metanol foi adquirido na Merck (Darmsta-
dt, Alemanha). Todos os restantes reagentes foram adquiridos na Sigma (St. Louis, MO).



2.2. AMOSTRAS
As amostras de folhas de marmeleiro (Tabela 1) foram colhidas em trés zonas diferentes do Norte e
Centro de Portugal (Braganca, Carrazeda de Ansides e Covilha), em meados de Junho de 2006. Todas as

amostras foram secas numa estufa (Memmert UL6D) a 30 + 2°C, durante 5 dias (no escuro).

Tabela 1. Caracterizacao das amostras de folhas de marmeleiro.

Amostra Origem geografica

1 Braganca - Pinheiro Manso

Braganca — Quinta

Braganca - Tecnologia

Braganca - Vale de Alvaro

Carrazeda de Ansides — Barrancas

Carrazeda de Ansides - Botelho

Carrazeda de Ansides — Cortinha

Carrazeda de Ansides — Gorgulao

Ol | Nl |lu |~ ]|w]|N

Covilha - Mina

o

Covilha - Peso

Covilha - Quinta Ortigal

N

Covilha - Silveira

Foram utilizadas amostras representativas de cada uma das regides (Braganca, Carrazeda de Ansides e
Covilhd) para posterior determinacdo da actividade antimicrobiana.

2.3. PREPARAGCAO DOS EXTRACTOS

Pesaram-se 0,1 g de cada uma das amostras representativas previamente moidas e realizou-se uma
extracgdo com 3 x 10 ml de metanol (40°C a 300 rpm) durante 10 minutos. O extracto metandlico (30
ml) foi posteriormente levado a secura total em rotavapor (Buchi R210, Rotoquimica; heating bath B491;
Bomba Vacuo KNFNeuberger NO35AN18) com aquecimento (35°C). Os extractos foram redissolvidos em
dimetilsulféxido (DMSO; 20 mg/ml) e conservados a -20°C. No momento da realizagdo do ensaio, foram
diluidos em &gua destilada estéril.

24. ACTIVIDADE ANTIBACTERIANA

Prepararam-se suspensdes das bactérias (1 x 108 CFU/ml) em dgua destilada estéril, a partir de culturas
em agar nutritivo com 24 h de crescimento, tendo sido inoculados 50 pl de suspensdo da bactéria/10 ml
agar MH 2. Em placas de 96 pocos de fundo plano (Costar) foram colocados 5 ul de cada uma das dilui-
¢bes sucessivas (1:2) dos compostos em DMSO. Para a Gentamicina foram realizadas dilui¢des seriadas
1:2 em 4gua, a partir de uma solucéo inicial com 10 mg/ml em &gua destilada estéril. Posteriormente
adicionaram-se 100 pl do meio de cultura inoculado a cada um dos pocos. O efeito no crescimento das
bactérias foi registado apds 24 h de incubagéo a 37°C.
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2.5. ACTIVIDADE ANTIFUNGICA

Prepararam-se suspensdes dos fungos (1 x 10° CFU/ml para leveduras e 2 x 10° CFU/ml para fungos
filamentosos) em dgua destilada estéril, a partir de culturas em agar Sabouraud. Para as leveduras foram
utilizadas culturas com 24 h de incubagao. Apds preparagao da suspensao dos fungos (100 ul de suspen-
sao do fungo/10 ml agar Sabouraud) adicionaram-se 250 wl a 5 ul de cada uma das diluigdes sucessivas
(1:2) dos compostos em DMSO, em placas de 96 pocos de fundo plano (Costar). Para a Anfotericina B
foram realizadas diluigdes seriadas 1:2 em 4dgua, a partir de uma solugéo inicial com 20 pug/ml em dgua
destilada estéril. O efeito no crescimento das leveduras foi registado apds 24 h de incubacédo a 37°C
enquanto que no caso dos fungos filamentosos (A. niger, A. fumigatus, Mucor sp., Absidia sp.) os registos
efectuaram-se do 2° ao 7° dia de incubacéo, a 25°C.

2.6. DETERMINACAO DA CONCENTRACAO MINIMA INIBITORIA

Para cada experiéncia foram introduzidos o controlo positivo (meio de cultura inoculado), controlo ne-
gativo (meio de cultura), brancos do extracto (meio de cultura com composto) e controlo do DMSO
(DMSO com meio de cultura inoculado).

N&o se verificou nenhuma interferéncia do DMSO no crescimento dos diferentes microorganismos para
as concentragdes utilizadas.

A Concentracdo Minima Inibitéria (CMI) corresponde a minima concentracdo testada capaz de inibir
totalmente o crescimento do microorganismo em estudo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os extractos testados, representativos de trés regides geograficas do Norte e Centro de Portugal, mos-
traram nao possuir nenhum efeito inibidor no crescimento de bactérias (S. aureus e E. coli), leveduras
(C. albicans e C. glabrata) ou fungos filamentosos (A. niger, A. fumigatus, Mucor sp. e Absidia sp.), mesmo
quando testados na concentragao méaxima de 1mg/ml (bactérias) ou 0.8mg/ml (fungos). Nao foram
testadas concentragdes superiores dado que as utilizadas j& se consideram demasiado elevadas para
extractos (Gigante et al, 2003).

As concentra¢des minimas inibitérias para os controlos positivos testados sdo apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2. Concentracoes minimas inibitérias (CMI) da Gentamicina e Anfotericina B.

Antimicrobiano Microorganismo CMI (ug/mL; n=3)
S. aureus 2,08
Gentamicina
E. coli 4,16
C. albicans 0,63
C. glabrata 1,25
A. niger 5,00
Anfotericina B
A. fumigatus 10,00
Mucor spp 5,00
Absidia spp 5,00




Apesar deste estudo preliminar ter demonstrado que os extractos metandlicos de folha de marme-
leiro ndo possuem propriedades antimicrobianas, o perfil fendélico das folhas de marmeleiro justifica
que outros extractos devam ser preparados, recorrendo a solventes (ou misturas de solventes) com
diferentes polaridades, de forma a extrair outros compostos ou 0s mesmos mas noutras proporgoes.
Vérios estudos sugerem que os compostos fendlicos, especialmente os derivados do acido cinamico,
sa0 0s principais responsaveis pelas suas actividades bioldgicas e consequentemente pelo seu efeito
benéfico na saude.

Recentemente o nosso grupo determinou o perfil fenélico de doze amostras de folhas de Cydonia oblon-
ga Miller colhidas em trés zonas distintas de Portugal Continental, no més de Junho. O perfil fendlico da
folha de C. oblonga é constituido por nove compostos (Figura 1): os acidos 3-O-, 4-O- e 5-O-cafeoilquini-
cos e 3,5-O-dicafeoilquinico, a 3-O-galactosilquercetina, a rutina (3-O-rutinosilquercetina), um glicésido
do campferol, o 3-O-glucosilcampferol e o 3-O-rutinosilcampferol. O conteddo fendlico total é elevado,
tendo oscilado entre 6,6 e 16,5 g/kg de matéria seca (Tabela 3). Em termos quantitativos, verificou-se
uma maior abundancia do 4cido 5-O-cafeoilquinico (31-41%) e da rutina (13-28%).

3
0,50 o

AU

0,00 +

Minutes

Figura 1. Perfil cromatogréafico representativo da folha de marmeleiro (adaptado de Oliveira et al, 2007). Deteccao a 350 nm.
(1) écido 3-O-cafecilquinico, (2) acido 4-O-cafeoilquinico, (3) é&cido 5-O-cafeoilquinico, (4) acido 3,5-O-dicafeoilquinico, (5)

3-O-galactosilquercetina, (6) rutina, (7) glicésido do campferol, (8) 3-O-glucosilcampferol e (9) 3-O-rutinosilcampferol.
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Tabela 3. Pefil fendlico quantitativo das amostras de folhas de marmeleiro® (adaptado de Oliveira et al., 2007)

Composto fenodlico (%)

Amostra 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Y (g/kg)
1 9,970,071 | 0,18+0,02 | 33,60+0,08 | 6,14+0,06 | 3,48+0,05 | 21,43+0,11 | 8,82+0,16 | 2,02+0,02 | 1436+0,15 | 10,92
2 10,05+0,10 | 0,39+0,01 | 3695+0,32 | 3,18+0,03 | 1,99+0,01 | 2331+0,16 | 880+0,01 | 1,45+0,01 | 13,87 +0,05 9,06
3 786 0,05 | 0,177+0,01 | 33,44+033 | 3,50+0,01 | 554+033 | 2591040 | 8,88+047 | 1,60+0,10 | 13,09+057 | 11,61
4 14,63+0,13 | 0,70+0,01 | 30,76 0,17 | 3,69+0,10 | 1,60+0,02 | 2839+0,43 | 822+0,10 | 0,99+0,01 | 11,01+0,17 6,61
5 17,93+0,12 | 1,89+0,02 | 4032+0,20 | 570+0,30 | 1,860,017 | 1595+0,03 | 581+0,06 | 1,95+0,10 | 8,59+0,04 10,44
6 10,45+0,22 | 0,46 +0,01 | 3920206 | 599+0,01 | 465%0,14 | 2067113 | 701 +£0,14 | 1,96£0,08 | 9,61+0,29 16,51
7 17,39 40,15 | 1,07+0,01 | 40,14+0,20 | 8,42+0,06 | 233+0,01 | 13,18£0,09 | 6,72+0,03 | 1,740,003 | 9,02£0,01 14,07
8 1510£0,02 | 3,01+0,02 | 3976064 | 576+£0,29 | 1,88+0,06 | 1533£0,16 | 7,27 0,14 | 1,63+0,05 | 10,25+0,09 14,77
9 1413£0,13 | 031+0,01 | 3695+0,25 | 433+0,08 | 3,47+0,04 | 20,61+0,04 | 8,03+0,01 | 1,140,017 | 11,02+0,02 9,04
10 9,46 0,05 | 017001 | 3922+0,18 | 427+0,03 | 448+0,01 | 19,10+0,01 | 836001 | 1,98+0,08 | 12,97 +0,03 11,64
n 1192023 | 0,55+0,02 | 4091+092 | 484006 | 1,77+0,07 | 2036+0,23 | 6,37 £0,04 nd 13,28 £0,08 10,98
12 10,54£0,02 | 0,15+0,02 | 37,45+0,15 | 3,63£0,01 | 3,59+0,03 | 20,22+0,09 | 8,65%£0,12 | 1,62+0,07 | 14,160,177 nn

#Valores expressos em percentagem (media + desvio padrao de 3 determinagdes). Abreviaturas: nd — ndo detectével;
> — soma dos compostos fendlicos determinados; 1 - 4cido 3-O-cafeoilquinico; 2 - cido 4-O-cafeoilquinico;
3 - 4cido 5-O-cafeoilquinico; 4 - 4cido 3,5-O-dicafeoilquinico; 5 - 3-O-galactosilquercetina; 6 - rutina;

7 - glicésido do campferol; 8 - 3-O-glucosilcampferol; 9 - 3-O-rutinosilcampferol.

Tendo em consideragdo todos os resultados apresentados, e com base nas actividades bioldgicas descri-
tas para os compostos fendlicos e as propriedades farmacoldgicas que tém sido atribuidas a esta espécie
de origem vegetal, devera proceder-se a avaliacdo da actividade antimicrobiana de novos extractos.
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