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RESUMO

OKAMOTO, M. K. H. Estudo das atividades cicatrizante e antimicrobiana do
extrato glicdlico e do gel de Psidium guajava L. e estudo da estabilidade do
gel. 2010. 118 f. Dissertagdo (mestrado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,

Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2010.

Psidium guajava L. € um arbusto perene, nativo da América tropical, cujas folhas séo
usadas na medicina tradicional latino-americana como antimicrobiano, antidiarreico e
auxiliar no tratamento de diabetes. As caracterizagbes morfoanatomica e
histoquimica das folhas, realizadas neste trabalho, contribuem no controle de
qualidade da matéria-prima vegetal, empregada em formulagdes farmacéuticas. Os
principais caracteres diagndsticos utilizados para a sua identificacdo foram: venacéao,
tipo de tricomas, nimero de camadas de células epidérmicas, tipo de mesofilo e
localizacaol/tipo de cristais de oxalato de calcio. Na triagem fitoquimica foi verificada
a presenca de taninos, flavondides, 6leos essenciais e de saponinas nas folhas e no
extrato glicdlico de P. guajava L. Apos realizar o teste de estabilidade acelerada do
gel de P. guajava L. foi observada a estabilidade de flavondides e de taninos na
formulacdo. Foram realizadas diferentes técnicas para verificar a atividade
antimicrobiana do extrato e do gel de Psidium guajava L. tais como: microdiluigdo
em placas utilizando detector de Elisa, difusdo em disco, em “template” e
macrodiluicdo em tubos. Os microrganismos testados foram Pseudomonas
aeruginosa (ATCC9027), Escherichia coli (ATCC10536), Staphylococcus aureus
(ATCC6538) e Candida albicans (ATCC10231). Dimetilsulféxido foi utilizado para a
diluicdo do extrato glicélico e do gel. O meio de cultura utilizado para os métodos de
microdiluicdo e macrodilui¢cdo foi o caldo caseina soja, para as técnicas de difuséo o
agar caseina soja, ambos para bactérias; para levedura o meio Sabouraud em caldo
e agar. Foi observada eficacia antimicrobiana do gel (200 mg/mL) contra E. coli e
(200 mg/mL e 500 mg/mL) contra P. aeruginosa e S. aureus. Os extratos glicolicos
(200 pyL/mL e 500 pL/mL) apresentaram atividade antimicrobiana para E. coli. O
extrato glicolico (500 yL/mL) apresentou atividade contra P. aeruginosa e S. aureus,
porém assim como o gel, ndo apresentou acdo antifingica, através da técnica de

microdiluicdo (ELISA), que se destacou por ser mais econdmica e eficiente que as



demais. No teste de cicatrizacdo ocorreu cicatrizagdo da lesdo através da utilizacao
de extrato glicdlico e gel de Psidium guajava L., porém macroscopicamente ndo foi
significativo em relacdo a solugéo fisioldgica. No entanto, em analise histologica das
lesbes, foram observadas diferengas qualitativas, evidéncias de fibroplasia e
proliferac@o vascular, caracteristicas de fase granulatdria, nos grupos tratados com
extrato glicélico e gel de Psidium guajava L. a partir de 72 horas, o que nédo foi
observado no grupo solucéo fisiolégica nem no grupo Dersani®. Comprova-se assim
a eficacia do gel de extrato glicélico de Psidium guajava L. na cicatrizacdo de feridas
cutaneas em ratos. Esta pode ser uma nova opgao de medicamento para pacientes

que dependam do Sistema Unico de saude (SUS).

PALAVRAS-CHAVE: Psidium guajava L. Morfoanatomia. Atividade antimicrobiana.

Cicatrizante. Estabilidade do gel.



ABSTRACT

OKAMOTO, M. K. H. Study of the healing and antimicrobial activities of the
glycolic extract and gel of Psidium guajava L. and study of the stability of the
gel. 2010. 118 f. Dissertagdo (mestrado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,
Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2010

Psidium guajava L. is a perennial shrub, native of tropical América used in Latin
American traditional medicine as antimicrobial, antidiarrheic, and in the treatment of
diabetes. The morphoanatomical characteristics and histochemistry of the leaves
have been proven to be a rapid method for quality control of the crude drug used in
pharmaceutical formulations. The main diagnostic characters for the identification of
its leaves in the present paper were: venation, trichomes type, number of layers of
epidermal cells, mesophyll type and location/type of crystals of calcium oxalate. The
presence of tannins, flavonoids, essential oils and saponins was verified in the leaves
and in the glycolic extract of P. guajava L. through phytochemical screening. The
accelerated stability study of the gel P. guajava L. showed the stability of flavonoids
and tannins in the formulation. Different techniques were performed to verify the
antimicrobial activity of the extract and of the gel of Psidium guajava L. such as
microdilution plates using Elisa detector, disk diffusion, in "template" and
macrodilution tubes. The tested microorganisms were Pseudomonas aeruginosa
(ATCC9027), Escherichia coli (ATCC10536), Staphylococcus aureus (ATCC6538)
and Candida albicans (ATCC10231). Dimethyl sulfoxide was used for dilution of the
glycolic extract and the gel. The culture medium used for the methods of
macrodilution and microdilution was casein soy broth and casein soy agar for the
diffusion technique, both for bacteria; for the yeast the Sabouraud medium in broth
and agar. Antimicrobial efficacy of the gel (200 mg / mL) was observed against E. coli
and (200 mg / mL and 500 mg / mL) against P. aeruginosa and S. aureus. Glycolic
extracts (200 mL / mL and 500 mL / mL) showed activity against E. coli. The glycolic
extract (500 pL/mL) showed activity against P. aeruginosa and S. aureus but similar
to the gel, the extract didn’'t show antifungal action, through the microdilution
technique (ELISA), which showed to be more efficient and cheaper than all other. In
the healing test cicatrization occurred through the use of gel and glycolic extract of
Psidium guajava L.; macroscopically the result was not significant compared to
saline. However, histologically there were qualitative differences in the lesions,
evidence of fibroplasia and vascular proliferation, granulatori phase characteristic in
the groups treated with gel and glycolic extract of Psidium guajava L. from 72 hours
on. This was not observed in the saline nor DERSANI® groups. So the effectiveness
of the gel and of the glycolic extract of Psidium guajava L. on the healing of skin
wounds can be proven in rats. This can be a new option for patients who depend on
the Unique Health System (SUS).

KEYWORDS: Psidium guajava L. Morphoanatomy. Antimicrobial. Healing activity.
Stability of the gel.
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Figura 5 - Cromatografia de camada delgada de Psidium
guajava L., fase movel: &cido acético glacial:
agua: &cido cloridrico:metanol (45:15:4,5:19,3);
suporte: celulose sobre placa de vidro;
revelador: cloreto férrico 5 % em metanol;
percurso de 10 cm; 1- Folha Psidium guajava
L. extraida com alcool (7 toques capilares); 2-
Extrato glicdlico de Psidium guajava L. (7
toques capilares); 3- Gel de Psidium guajava L.
T = 0 dia (25 toques capilares); 4- Gel de
Psidium guajava L. T = 30 dias (25 toques
capilares); 5- Gel de Psidium guajava L. T = 60
dias (25 toques capilares); 6-Gel de Psidium
guajava L. T = 90 dias (25 toques capilares); 7-
Padréo acido galico Img/mL metanol (2 toques
capilares); 8- Extrato glicélico de Psidium
guajava L. (9 toques capilares); 9- Gel de
Psidium guajava L. T = 0 dia (30 toques
capilares); 10- Gel de Psidium guajava L. T =0
dia (25 toques capilares); 11- Padrdo acido

gélico Img/mL metanol (2 toques capilares)....

Figura 6 - Cromatografia de camada delgada de Psidium
guajava L.; fase movel: cloroférmio: acido
acético glacial: metanol: agua (60:32:12:8);
suporte: silica gel 60 Fzs4 nm Sobre placa de
vidro; revelador: NP — *“Natural products
reagent” — difenilboriloxietilamina a 1% em
metanol; percurso de 10 cm; 1- Gel de Psidium
guajava L. T = 0 dias ( 20 toques capilares); 2-
Gel de Psidium guajava L. T = 30 dias ( 20
toques capilares); 3- Gel de Psidium guajava L.
T = 60 dias ( 20 toques capilares); 4-5-6
(triplicata) Gel de Psidium guajava L. T = 90



Figura 7 -
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O, S. Tamanho da lesdo apés tratamento com
gel de Psidium guajava L. durante 24 hs., 48
hs., 72 hs., 7 dias e 14 dias respectivamente.
D, H, L, P, T. Tamanho da lesdo apos
tratamento com solucéo fisiologica durante 24
hs.,, 48 hs., 72 hs., 7 dias e 14 dias

respectivamente. Escala 1,0 mm......................

Figura 8 - Efeito da administracdo topica do extrato glicélico

Figura 9 -

e do gel de Psidium guajava L. na cicatrizagao
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Efeito cicatrizante da lesdao em ratos, apos
incisdo dorsal e 24 horas de tratamento com A.

Solucédo fisiolégica. B. Dersani®. C. Extrato
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1 INTRODUCAO

O ser humano utiliza as plantas para o tratamento de varias enfermidades
desde tempos remotos. Hoje as plantas medicinais correspondem de 20 a 24% do
total das prescricbes médicas em paises industrializados e nos paises em
desenvolvimento, correspondem a 80%; sem duavida, € uma area de grande
importancia mundial (ASSOCIACAO NACIONAL DE FARMACEUTICOS
MAGISTRAIS, 2005).

O Brasil destaca-se por conter a maior biodiversidade do planeta (55 mil
espécies) de plantas superiores conhecidas e atualmente. O comércio de
medicamentos fitoterapicos brasileiros movimenta cerca de US$ 260 milhdes de
dolares ao ano (INSTITUTO BRASILEIRO DO MEIO AMBIENTE E DOS
RECURSOS NATURAIS RENOVAVEIS, 2008).

Dentre as riquezas naturais disponiveis encontra-se a goiabeira (Psidium
guajava L.), que € uma planta da familia das mirtaceas, considerada a espécie do
género Psidium mais distribuida e de grande importancia econdmica, devido a suas
diversas formas de utilizag&o, tanto na industria como in natura (SOUZA JUNIOR et
al., 2002; NATALE; PRADO, 2006).

A espécie tem como nomes populares: guava, goyave, guayaba e sinonimias
cientificas: Guajava pyrifera (L.) Kuntze; Myrtus guajava (L.) Kuntze; Psidium
guajava var. cujavillum (Burman) Krug & Urb.; Psidium guajava var. guajava; Psidium
guava Griseb.; Psidium guajava Raddi; Psidium igatemyensis Barb. Rodr.; Psidium
pomuferum L. ; Psidium pumilum Vahl; Psidium pumilum var. guadalupense DC,;
Psidium pyriferum L. (TROPICOS. ORG. MISSOURI GARDEN, 2008).

O Brasil é considerado um dos maiores produtores de goiaba do mundo, com
cerca de 390 mil toneladas, em 2002. A produgéo concentra-se nas regioes sudeste
e nordeste do pais, sendo o Estado de S&o Paulo responséavel por mais de 60% do
total (MANTOVANI et al., 2004).

As folhas de goiaba secas contém, no minimo, 5,5% de taninos totais, 1,0%
de flavondides totais calculados como quercetina, 0,2% de 6leo essencial, sendo
este Ultimo constituido de, no minimo, 15% de B-cariofileno (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2002).
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As cascas da goiabeira apresentam aplicagbes terapéuticas tais como
adstringente e antidiarréico, atil também no tratamento da leucorréia, da coélera
asiatica e Ulceras externas; os brotos sao eficientes contra as afec¢cées do estdmago
e certas doencas da pele; os botdes floriferos sdo indicados para combater os fluxos
de sangue; as folhas assim como outros 6rgdos da goiabeira séo antidiarreicos (P10
CORREA, 1984), e usados no tratamento da diabetes mellitus (GUTIERREZ;
MITCHELL; SOLIS, 2008).

Devido ao alto teor de taninos e de flavondides na folha de goiabeira, o
extrato glicélico pode apresentar atividade cicatrizante.

O presente trabalho visa o estudo do extrato glicélico, em substituicdo ao
hidroalcodlico, que proporcionara mais uma opc¢édo para futuras formulacdes de uso
topico, evitando a desidratacdo da pele.

O ensaio microbiologico foi realizado porque néo foi encontrada na literatura a
verificagdo da contagem microbiana do gel de extratos glicélicos de Psidium guajava
L. Este ensaio teve o objetivo de proporcionar maior seguranca e eficacia aos
usuarios.

Embora as analises farmacobotanicas constem na farmacopéia brasileira IV,
estas foram necessérias para o controle de qualidade da droga vegetal, resultando
num artigo publicado. A descrigdo farmacobotanica foi realizada em comparagéo
com monografias da referida droga vegetal.

As quantificagBes de taninos e flavondéides da folha, do extrato glicélico e do
gel de Psidium guajava L. sdo importantes para o controle de qualidade da matéria-
prima, sendo também parametros para o teste de estabilidade acelerada do gel.

Este trabalho visa garantir mais uma opgéo de tratamento eficaz e econémico
contra ferimentos, visto ser a goiabeira um vegetal de facil acesso.

Os materiais utilizados foram folhas adultas que eram consideradas descarte
na regiao produtoras de frutos (maior interesse econdmico). Se comprovada a agao
do gel de goiabeira, 0 mesmo podera ser utilizado no SUS (Sistema Unico de
Saude), sendo a matéria-prima as folhas que seriam descartadas.

O trabalho foi realizado também com gel devido ao baixo custo e por ser uma
forma farmacéutica de facil manipulagéo e estabilidade. O gel foi ensaiado quanto a
sua estabilidade, sendo utilizado o natrosol® com extrato glicolico de Psidium

guajava L.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Os principais constituintes dos 6leos volateis das folhas de Psidium guajava L.
analisados por GC/MS séao B-cariofileno (21,6%), (E)-nerolidol (19,2%) e selin-11-en-
-4a-ol (13,4%) (PINO et al., 2001). Segundo Domingos et al. (2003), os principais
componentes de 6leo essencial de folhas e caules de Psidium guajava L. sdo a-
pineno (23,9%), 1,8-cineol (21,4%) e B-bisabolol (9,2%).

Em estudos realizados com extratos aquosos obtidos por infuséo de folhas de
Psidium guajava L. foram constatados efeitos de bio-prote¢do contra radicais livres,
analgésico, sedativo, depressor do sistema nervoso central e antitussigeno (TONA,
1998). Essas atividades foram atribuidas a presenca de flavonodides, tais como
quercetina, canferol e miricetina (ALMEIDA et al., 2006). Almeida et al. (2006)
avaliaram a citoxicidade de infusos das folhas de Psidium guajava L. em
monocamadas de macrofagos peritoniais de camundongos albinos através do
ensaio de exclusdo do azul de Trypan. As infusbes aquosas foram testadas
imediatamente ap0s o0 seu preparo e também apds 48 horas estocadas a 4 °C. Os
autores verificaram que apenas as preparagdes que foram estocadas apresentaram
toxicidade, matando 31,82% das células ap6s 60 minutos de exposi¢ao.

Furlan e Salatino (2006) identificaram os flavondides de trés variedades
comerciais de P. guajava: Paluma’, Pedro Sato” e Sassaoca” todas produtoras de
frutos de polpa vermelha. Mudas de cerca de 30 cm de altura foram transplantadas
para vasos plasticos de 2 litros, preenchidos com fibra de coco moida. Apés 60 dias
em estufa, as folhas do 4° né foram coletadas e submetidas a analise de flavonoéides
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), através de comparacdo com
padrbes auténticos. As trés variedades apresentaram perfis semelhantes, com
presenca de 14 picos, sendo a maioria correspondente aos derivados de quercetina.
Os mais abundantes foram quercetina-3-O-arabinosila, quercetina-3-O-glucosila,
quercetina-3-O-xilosila, quercetina-3-O-ramnosila e um diglicosideo de quercetina
néo identificado. Neste trabalho a cultura Paluma” diferiu das variedades Sassaoca’
e Pedro Sato” por ndo apresentar quercetina-3-O-ramnosila.

Segundo Carvalho et al. (2002), existe uma relativa seguranga para 0 uso

terapéutico de Psidium guajava L., comprovado pelo resultado do estudo de
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toxicidade aguda e de Dose Letal 50 do extrato hidroalcéolico seco do caule e da
folha (779,17 mg/kg).

No trabalho de Teixeira et al. (2003), as folhas de Psidium guajava L. foram
preparadas por infusdo e testadas nas células meristematicas apicais da raiz de
Allium cepa L. (concentracdo de 2,62 e 26,2 mg/mL) e em células da medula 6ssea
de ratos Wistar de peso aproximado de 100g (via intraperitoneal, na concentragéo
de 2,62 e 2,2 mg/100g de massa corporal). Foram também realizados testes in vitro,
com 0,262 e 2,62 yg/mL em meio de cultura de linfécitos de sangue periférico
humano. A infusdo de Psidium guajava L. em elevadas concentragbes causou
significante inibicdo da divisdo celular nas células meristematicas apicais da raiz de
Allium cepa L. N&o foram observadas alteracdes significantes no ciclo de células e
nem alterac6es no nimero de cromossomos apos tratamento com Psidium guajava
L., em células de ratos ou em cultura de linfécitos humanos. Considerando estes
resultados, esta planta nas concentragfes testadas, ndo apresentou citotoxicidade e
mutagenicidade, informagdes importantes para O USO Seguro como agente
terapéutico.

Luize et al. (2005) analisaram o extrato de Psidium guajava contra formas
amastigotas, axénicas e promastigotas de Leishmania amazonensis e formas
epimastigotas de Trypanosoma cruzi, na concentragdo de 100 mg/mL. O extrato
apresentou inibicdo significativa contra os parasitas, com porcentagem de inibigéo
de crescimento entre 49,5 e 99%. Ainda foi constatado que o extrato ndo mostrou
efeito citotoxico em hemécias de carneiro, podendo assim ser fonte alternativa de
novos compostos eficazes contra L. amazonensis e T. cruzi.

De acordo com Lozoya et al. (2002), capsulas de extrato das folhas de
Psidium guajava L., padronizadas em quercetina, administradas por via oral em
pacientes adultos com diarréia aguda, proporcionaram reducéo da duragédo de dor
abdominal nestes pacientes, confirmando o efeito anti-espasmadico.

Conforme observado na pesquisa de Zhang et al. (2003), a quercetina
extraida de Psidium guajava L. foi a responsavel pela inibicdo da contragdo do ileo
de cobaias, in vitro, do peristaltismo do intestino de camundongos e pela reducéo da
permeabilidade capilar abdominal, justificando o uso do extrato desta espécie como

antidiarréico.
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Salix e Rodriguez (2004) estudaram o efeito da tintura (etanol 70%) de folhas
secas de goiabeira a 20% sobre diarréia aguda simples em adultos, apds 24, 48 e
72 horas de tratamento e verificaram a nao ocorréncia de reagdes adversas.

Em estudos de Almeida et al. (1995), o extrato aquoso bruto das folhas de
Psidium guajava L. apresentou um potencial efeito antidiarréico e segundo Roy et al.
(2006), também apresentou atividade hepatoprotetora in vivo.

Foi realizado estudo in vitro sobre a atividade anti-rotavirus de algumas
plantas medicinais no Brasil contra diarréia; entre elas constatou-se que Psidium
guajava L. (8 pg/mL) apresentou atividade somente contra rotavirus de macacos
(GONCALVES et al., 2005). No entanto, na pesquisa de Wei et al. (2000), observou-
se o efeito clinico do extrato de Psidium guajava L. no tratamento de infeccdes
infantis por rotavirus. Os valores da conversdo negativa de rotavirus humano nas
fezes de grupos tratados com extrato de Psidium guajava L. foi 87,1%,
significativamente melhor que do grupo controle (58,1%, P < 0,05), confirmando o
efeito curativo do extrato de Psidium guajava L. também no tratamento de infeccdes
infantis causadas por rotavirus.

Segundo Vieira et al. (2001), constituintes do extrato do broto de goiaba séo
mais uma op¢do de tratamento exeqlivel para diarréia causada por toxinas
produzidas por E. coli ou por S. aureus, devido a sua acdo curativa, facil
disponibilidade em paises tropicais e baixo custo de consumo.

Os extratos de folhas de goiaba (etanol:dgua) apresentaram maior atividade
antibacteriana quando comparados com O0s extratos aquosos, em ensaio de
microdiluicdo em caldo. Os extratos aquosos das folhas, raizes e casca do caule
foram ativos contra as bactérias gram-positivas Staphylococcus aureus (GNAN;
DEMELLO, 1999) e Bacillus subtilis, e foram inativas contra as bactérias gram-
negativas E. coli e Pseudomonas aeruginosa (SANCHES et al., 2005).

Quatro componentes antibacterianos foram isolados das folhas de goiabeira,
sendo definidas as estruturas quimicas. Foram identificados dois novos glicosideos
flavonoidicos, morin-3-o0-a-L-lixopiranosideo e morin-3-o0-a-L-arabopiranosideo, e
dois flavondides ja conhecidos, guaijavarina e quercetina. Os autores verificaram
que a concentracdo inibitéria minima tanto de morin-3-0-a-L-lixopiranosideo, como
de morin-3-0-a-L-arabopiranosideo contra Salmonella enteritidis foi de 200 mg/mL,
250 mg/mL e 300 mg/mL contra Bacillus cereus, respectivamente (ARIMA; DANNO,
2002).
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Além destas atividades, os extratos das folhas de goiabeira (doses de 2 e 5
g/kg) apresentaram atividade antitussigena em ratos, diminuindo a freqiiéncia da
tosse induzida pelo aerosol de capsaicina em 35 e 54%, respectivamente, quando
comparado com o controle, até 10 minutos apds injecdo intraperitoneal do extrato,
(p<0,01). Essa atividade antitussigena, porém, foi menos potente que de 3 mg/kg de
dextrometorfano, com diminuicdo de 78% da frequéncia da tosse (p<0,01) (JAIARY
et al., 1999). Os referidos extratos também apresentaram acdo benéfica no
tratamento de acne, especialmente pela atividade anti-inflamatéria (KAVIMANI et
al.,1997; QADAN et al., 2005).

Deeni e Sadiq (2002) pesquisaram espécies vegetais utilizadas popularmente
na Nigéria, como alimentos humanos e animais, para tratamento de dor de
estbmago, diarréia, disenteria, ferimento e cancer. Muitas espécies, dentre elas,
Psidium guajava L., revelaram largo espectro de atividade antimicrobiana, havendo
inibicdo do crescimento de Agrobacterium tumefaciens, Bacillus sp, Escherichia coli,
Salmonella sp, Proteus sp e Pseudomonas sp, responsaveis pelos problemas do
trato gastrintestinal e ferimentos.

Ainda na Nigéria, Chah et al. (2006) estudaram a atividade antibacteriana de
extratos de Psidium guajava. Através do método de difusdo, os extratos foram
testados contra quatro cepas de Staphylococcus aureus, duas cepas de E. coli, uma
cepa de Pseudomonas aeruginosa, trés cepas de Proteus spp. e uma cepa de
Shigella spp.. Verificaram que Psidium guajava L. inibiu o crescimento dos
microorganismos testados em 81,8%.

Gongcalves et al. (2008) concluiram que extratos de folhas de goiabeira assim
como o seu Oleo essencial sdo muito ativos contra Staphylococcus aureus, isolado
de camaréo sete—barbas, Xiphopenaeus kroyeri (Heller).

Ali et al. (1997) determinaram a concentragdo minima inibitéria (CMI) e a
concentracdo minima bacteriana (CMB) de extrato metanol/ 4gua de cascas de
Psidium guajava L. contra diferentes cepas de Shigella dysenteriae. CMI de um
extrato metandlico foi de 400 mg/mL e de um extrato aquoso, de 1000 mg/mL contra
todas as cepas testadas. A CMB de extrato metandlico foi de 390 mg/mL para cepa
ndmero 18 e 400 mg/mL para cepas numeros 24878 e 25008.

Sato et al. (2000) analisaram a atividade antifingica de 29 extratos vegetais
extraidos com agua quente e metanol contra Arthrinium sacchari e Chaetomium

funicola e constataram alta atividade de Psidium guajava.
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Jimenez-Escrig et al. (2001) verificaram que o fruto de goiaba (Psidium
guajava L.) apresentou alto conteddo de fibras dietéticas (48,55-49,42%) e
polifendis estaveis (2,62-7,79%). A atividade antioxidante dos polifendis foi analisada
usando trés métodos complementares: a) complexagcéo com radicais livres; b) poder
antioxidante reduzindo ferro; c) baixa oxidac&o lipoprotéica.

Ishihara et al. (1999) extrairam agentes antioxidantes constituidos de
proantocianidinas (substancias inibidoras da biossintese da peroxidase lipidica) das
folhas de Psidium guajava L. com solventes como a agua ou solugéo hidroalcéolica.

Leong e Shui (2002) também confirmaram a capacidade antioxidante de
Psidium guajava L., entre outros frutos, nos mercados de Singapura.

Os componentes antioxidantes do extrato de Psidium guajava L. foram
identificados por CLAE, através do desaparecimento ou da diminuicdo da
intensidade dos picos, apés reacdo induzida pela adicdo de 1,1-difenil-2-picril-
hidrazila (DPPH) (MASUDA et al., 2003).

Luximon-Ramma (2003) contribuiu com a pesquisa de 17 frutos, analisando
sua capacidade antioxidante, teor de fendis totais, proantocianidinas, flavondis e
conteudo de vitamina C. Verificou que os flavonoides parecem contribuir menos para
o potencial antioxidante dos frutos. Pouca correlacdo também foi observada entre o
conteldo de acido ascoérbico e atividade antioxidante; a maior capacidade
antioxidante foi observada em frutos caracterizados pelo elevado teor de fendlicos
totais, tendo assim potente efeito benéfico a saude.

Segundo Qian e Nihorimbera (2004), foi comprovada a atividade antioxidante
dos extratos das folhas de Psidium guajava L. Os autores extrairam as folhas com
dgua e solugdo hidroalcdolica 50% (1:10), sendo os fendis totais determinados
espectrofotometricamente, de acordo com método de Folin-Ciocalteau e calculados
em equivalente de &cido galico. A atividade antioxidante do extrato foi detectada
pela diminui¢cdo da formacgéo dos radicais 1,1-difenil-2-picril-hidrazila (DPPH).

A acdo antioxidante da Psidium guajava L. também foi confirmada com os
estudos de Tachakittirungrod; Okonogi e Chowwanapoonpohn (2007); o teor de
compostos fendlicos foi calculado em acido gélico. A atividade antioxidante das
fracdes seguiu a seguinte ordem: metanol > butanol > acetato de etila > hexano.

Em ensaios in vitro taninos inibiram glicosiltransferases produzidas por duas
bactérias Streptococcus mutans e S. sobrinus, encontradas na cavidade bucal do

homem. Essa enzima catalisa a formagdo de dextranas, que se sedimentam sobre
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os dentes e, com isso, facilitam a adesdo das bactérias a superficie lisa dos dentes.
Placas sdo os precursores para a formacao de céries e podem também proporcionar
a formagéo de inflamacéo da gengiva (gengivite). A inativagéo da glucosiltransferase
pelos taninos bloqueia a formagéo da placa dental e de inflamagdes na regiéo bucal
e garganta (SCHOLZ, 1994; MARUYAMA et al., 2004).

Deo e Shastri (2003), através de preparacdo de extrato & base de acetona,
cromatografia de troca ionica e filtragdo em gel purificaram e caracterizaram trés
diferentes formas de enzimas poligalacturonases — proteinas inibidoras encontradas
nos frutos de Psidium guajava L., responsaveis pela resisténcia contra ataques de
fungos presentes nas paredes celulares da planta.

Makino et al. (2001) verificaram que os polifendis extraidos de folhas e/ou
frutos de goiabeira com solventes hidrofilicos apresentaram acao inibidora da a-
amilase e verificaram que os frutos sédo usados em dietas alimentares e bebidas;
Nakazawa et al. (2000) avaliaram estes inibidores por CLAE.

Um extrato etandlico de Psidium guajava L. inibiu, in vitro, lipase pancreética
suina com IC 50 de 0,205 mg/mL, com isso justificando a sua presenca em
alimentos e cosméticos, para evitar a obesidade ou desordens da pele (YAMANOBE
et al., 2000; MATSUURA et al., 2001).

Na medicina nuclear, os constituintes sanguineos sdo marcados com
tecnécio-99 m e usados para producdo de imagens. Entretanto, algumas drogas
podem modificar o marcador tecnécio-99m. Abreu et al. (2006) verificaram os efeitos
de extratos aquosos de folhas de Psidium guajava L. sobre a marcagdo dos
constituintes sanguineos com tecnécio-99m. Amostras de sangue de ratos Wistar
foram incubadas com diferentes concentragdes de extrato de goiabeira e marcadas
com (99m) Tc, sendo determinadas as porcentagens de radioatividade incorporada
em elementos sanguineos. Os resultados sugeriram que 0s extratos apresentam
acao antioxidante e/ou alteragbes nas estruturas das membranas envolvidas no
transporte ibnico da célula, diminuindo a radiomarcacdo dos constituintes
sanglineos com tecnécio - 99 m.

O extrato hidroalcoolico a 50% de goiabeira apresentou agdo inibitéria contra
HIV-1 integrase (IN), uma enzima essencial para replicacéo viral (TEWTRAKUL et
al., 2003).

Entre outros efeitos de Psidium guajava L., a frac&o polissacaridica dos frutos

deste vegetal, extraida com metanol/agua e testada frente a glicemia, colesterol e
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niveis de triglicerideos em coelhos normais e aloxanizados, apresentou reducéo dos
niveis de glicose no sangue (EL-BADRAWY, 1999).

Deguchi et al. (1998) confirmaram o efeito benéfico do hébito no Japéo de
consumir extrato aquoso quente de folhas de Psidium guajava L. como remédio para
diabetes. Foram testadas amostras em camundongos e voluntarios humanos e
observado o efeito inibitério in vitro do extrato sobre a atividade de enzimas de
degradacdo do agucar, maltase, sucrase e a-amilases. Observou-se a reducdo da
glicemia pos-prandial em humanos, apds administracdo oral do cha de folhas de
goiabeira.

Os extratos das folhas de Psidium guajava L. estudados por Wu et al. (2009)
comprovaram seu efeito benéfico para prevenir complicagbes em pacientes

diabéticos.
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3. OBJETIVOS

Objetivo geral: Estudar as atividades cicatrizante e antimicrobiana do extrato

glicélico e do gel de Psidium guajava L., assim como a estabilidade do gel.

<

S&o objetivos especificos da presente pesquisa:
Analise farmacobotanica de folhas da espécie Psidium guajava L.;
Triagem dos principais grupos de principios ativos;
Quantificagdo de taninos totais do extrato glicolico e do gel de Psidium guajava
L.;
Quantificagéo de flavondides do extrato glicélico e do gel de Psidium gujava L.;
Estudo da atividade cicatrizante do extrato glicélico e do gel de Psidium guajava
L. em ratos;
Estudo de estabilidade acelerada do gel de extrato glicélico de Psidium guajava
L.;
Contagem microbiana do gel e do extrato glicélico de P.guajava L.

Estudo da atividade antimicrobiana do gel e do extrato glicélico de P. guajava L.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Coleta e identificacao

As folhas de Psidium guajava L. foram coletadas na pré-floragdo na Chacara
Wadt, situada na cidade de Valinhos — S&o Paulo, cujas coordenadas sé&o 22° 58’
14” S e 46° 59’ 45” W e cuja altitude é de 660 m. A espécie foi identificada pelo
Prof.Dr.José Rubens Pirani e a exsicata depositada sob registro M.K.H. Okamoto

001 no herbéario do Instituto de Biociéncias da Universidade de Sao Paulo.

4.2 Andlise farmacobotanica

As folhas plenamente desenvolvidas, a partir do 4° no, foram coletadas de
trés individuos. No estudo da morfologia e anatomia foram empregadas 10 unidades
de cada individuo.

Amostras de folhas foram conservadas em etanol a 70% (BERLYN;
MISKSCHE, 1976). O material previamente descolorido com hipoclorito de sédio 2%,
foi seccionado & méao livre, nos sentidos transversal e longitudinal, na regido
mediana inferior; e posteriormente corado com azul de astra e fucsina (ROESER,
1962); reacdes histoquimicas realizadas com cloreto férrico (JOHANSEN, 1940),
lugol (BERLYN; MIKSCHE, 1976), sudan lll (FOSTER, 1949). Parte do material
também foi dissociada com a mistura de agua oxigenada e acido acético glacial
(1:1), sob aquecimento a 60° C. O peciolo foi seccionado na regido proximal,
mediana e distal.

Os cortes foram analisados, empregando-se o microscopio de luz Olympus
BX 40 e registrados em fotomicroscopio acoplado & maquina digital Sony 6.0 mega

pixels. Escalas foram obtidas nas mesmas condigoes.
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4.3 Preparo do material vegetal e elaboragéo dos extratos

As folhas de Psidium guajava L. foram secas em estufa a temperatura de 40 °
C. A moagem do material foi realizada em moinho de facas e martelos, obtendo um
pé grosso (5 -10 mm), conservado ao abrigo de umidade, luz e calor (SIMOES et al.,
2007).

Através do processo C (FARMACOPEIA dos Estados Unidos do Brasil, 1926),
0os extratos glicdlicos de Psidium guajava L. foram preparados procedendo-se
umedecimento do p6 com propilenoglicol, &lcool e agua, acondicionamento do p6 no
percolador e adicdo do solvente, realizando-se assim a percolagdo fracionada
propriamente dita (SIMOES et al., 2007).

4.4 Composicédo e preparacao do gel de Psidium guajava L.

Composigéo do gel de Psidium guajava L.

Natrosol® (hidroxietilcelulose) ................ 8,049
Nipagin® (metilparabeno) ....................... 049
GlICEINNA .ceoeiieei e 40,09
Extrato glicdlico Psidium guajavalL......... 40,09
Agua destilada gsp.........ccoveeveeeeernnn.. 400 g

Preparagdo: Foram agitados no gral natrosol®, nipagin®, glicerina, extrato
glicélico de Psidium guajava L. com auxilio de um pistilo e em seguida adicionada
agua destilada fervida. A agitacdo continuou até dar a consisténcia de gel (PRISTA;
ALVES; MORGATO, 1990; VELASCO-DE-PAULA; RIBEIRO, 2001).
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4.5 Triagem fitoquimica da droga vegetal e do extrato glicélico de Psidium guajava L.

4.5.1 Verificagdo da presenca de taninos

Foram realizados 0s seguintes ensaios no extrato aquoso da droga e no
extrato glicélico diluido em agua (1:10) (SIMOES et al., 2007):
a) cloreto férrico a 2 %

Observagéo da formagéo de precipitado escuro.

b) acetato de chumbo a 10%

Observagéao da formagao de precipitado cinza.

c) solugéo aquosa de gelatina a 2,5%

Observagao da formagéao de precipitado amarelo esverdeado.

d) solucdo aquosa de acetato de cobre 3%

Observacgéao da formagéo de precipitado marrom.

4.5.2 Verificagé@o da presenca de flavonoides

Foram realizados os seguintes testes com o extrato alcodlico a partir da droga
vegetal e com o extrato glicdlico diluido em alcool 70% (1:15) (SIMOES et al., 2007):
a) Reacédo com cloreto de aluminio

Observagéo da fluorescéncia amarelada a 366 nm na regido de contato do

extrato com o reativo.

b) Reacgdo de Shinoda utilizando magnésio metalico e &cido cloridrico concentrado

Observacao da coloragéo variando de réseo a vermelho.
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¢) Reacéo com hidréxido alcalino

Observacgéao da coloragéo amarela intensa.

4.5.3 Verificagdo da presenca de saponinas

A droga vegetal e o extrato glicélico foram extraidos com agua e verificado se

houve a formacdo de uma espuma persistente (SIMOES et al., 2007).

4.5.4 Verificag@o da presenca de 6leos essenciais

a) Em um papel de filtro foi colocada 1 gota de extrato alcodlico e apés evaporacao
do alcool, foi observado se houve ocorréncia de mancha oleosa no papel, que
desaparece com o tempo e possui odor caracteristico (indicacdo de 6leo essencial)
(SIMOES et al., 2007).

b) Extracdo com aparelho de Clevenger, apds reagdo positiva no procedimento
anterior (SIMOES et al., 2007).
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4.6 Teste de estabilidade

4.6.1 Teste estabilidade acelerada:

O gel de Psidium guajava L. foi submetido a temperatura de 40+2 °C e
umidade relativa (UR) de 75+5% em camara climatica (marca Nova Etica) durante 3
meses, com analises em 0, 30, 60 e 90 dias. Os parametros pH, aspecto, cor, odor,
separacdo das fases, perfil cromatografico, quantificacdo de flavondides totais,
taninos totais, viscosidade e contagem microbiana de bactérias, bolores e leveduras
foram observados em triplicata (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA,
2004; DECCACHE, 2006; BABY et al., 2008).

4.6.1.1 Verificagdo de separacao de fases

10 g do gel foram submetidos a centrifugacdo a 3000 rota¢des por minuto
(RPM), durante 30 minutos, em centrifuga Excelsa modelo 206 BL — FANEM
(AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2004; DECCACHE, 2006;
BABY et al., 2008) .

4.6.1.2 Perfil cromatogréfico

Preparo da amostra: 3 g do gel foram extraidos com 15 mL de metanol,
agitando-se com auxilio do bastdo de vidro. Apés 15 minutos foram filtrados e
evaporados em banho-maria até a secura, em seguida o residuo foi ressuspendido
com 3 mL de metanol.

Foram aplicados 25 toques capilares da amostra (gel)

Foram utilizados os seguintes sistemas cromatograficos em camada delgada:
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Para verificacdo de compostos fendlicos

Suporte: celulose sobre placa de vidro

Fase modvel: acido acético glacial:dgua:acido  cloridrico:metanol
(45:15:4,5:19,3)

Revelador: cloreto férrico 5 % em metanol (SANTOS et al., 2002).

Para verificacdo de flavonodides
Suporte: silica gel 60 Fs, . SObre placa de vidro
Fase movel: cloroformio: 4cido acético glacial: metanol: Agua (60:32:12:8)
Revelador: NP — “Natural products reagent” — difenilboriloxietilamina a 1% em
metanol (WAGNER; BLADT, 1996).

4.6.1.3 Quantificag&o de flavondides totais

Solugéo-mée: 0,5 g da amostra foram pesados e transferidos para e baldo de
fundo redondo de 100 mL, aquecidos em banho-maria com 6 mL metanol, sob
refluxo, durante 30 minutos, em temperatura de 45-50 °C. A mistura foi filtrada por
algodao para baldo volumétrico de 10 mL. O residuo insoltuvel e o algoddo foram
retornados para o mesmo baldo de fundo redondo e adicionados 4 mL de metanol.
Apo6s aquecimento, sob refluxo, durante mais 10 minutos, a mistura foi novamente
filtrada para o mesmo bal&@o volumétrico de 10 mL. Este foi completado com metanol
apos resfriamento.

Solugdo amostra: a solucdo mée (0,4 mL) foi transferida para baldo
volumétrico de 10 mL, adicionados 0,2 ml de solu¢ao de cloreto de aluminio a 2%
(p/v) em metanol e o volume completado com metanol.

Solugéo-branco: A solugdo mée (0,4 mL) foi transferida para o baldo
volumeétrico de 10 mL e o volume completado com metanol.

A absorvancia da solucdo amostra foi medida em 425 nm, 30 minutos apdés
seu preparo, utilizando a solu¢do-branco para ajuste do zero. O teor de flavondides
totais foi calculado segundo a expressdo (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2002):
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Q= A x 62500
500 x m x (100 - Pd)

Em que

A = absorvancia medida

m = massa da droga (g)

Pd = determinacao de agua (%)

Foi determinada a % de 4gua da amostra, de acordo com Farmacopéia Brasileira
(2002) no laboratorio.

4.6.1.4 Quantificacdo de taninos totais

0,75 g da amostra foram transferidos para baldo de fundo redondo de 250 mL
e adicionados 150 mL de &4gua. Apos aquecimento em banho-maria, sob refluxo, por
30 minutos a temperatura de 80-90 °C, a mistura foi transferida para baldo
volumétrico e diluido a 250 mL com &agua. Procedeu-se a filtracdo com papel de
filtro, desprezando-se os primeiros 50 mL do filtrado. O restante do filtrado constituiu
a solugado-mae (SM).

Polifendis totais: 5 mL da SM foram transferidos para bal&o volumétrico 25 mL
e o volume foi completado com &gua. 5 mL desta solugdo foram misturados com 2
mL do reagente de Folin-Denis e diluidos a 50 mL com solugéo de carbonato de
sédio SR. A absorvancia da solu¢éo (Al) foi medida em 715 nm, exatamente 3
minutos apos a adi¢cdo do ultimo reagente, utilizando agua como branco.

Polifendis ndo adsorvidos pelo poé-de-pele: 0,2 g de po-de-pele foram
adicionados a 20 mL da SM e agitado mecanicamente por 60 minutos. Apdés
filtracdo, 5 mL dessa solucdo foram diluidos para 25 mL com &gua. 5 mL desta
solugédo foram misturados com 2 mL do reagente de Folin-Denis e diluidos a 50 mL
com solucdo de carbonato de sédio SR. A absorvancia da solugéo (A2) foi medida
em 715 nm, exatamente 3 minutos apés a adi¢cdo do ultimo reagente, utilizando agua
como branco.

Solucéo referéncia: 50 mg de pirogalol foram dissolvidos em &gua e diluidos a

100 mL. 5 mL desta solugéo foram diluidos a 100 mL com agua e misturados 5 mL
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desta solucdo com 2 mL do reagente de Folin-Denis e diluidos a 50 mL com solucédo
de carbonato de sddio SR. A absorvancia da solugcéo (A3) foi medida em 715 nm,
exatamente 3 minutos apds a adi¢cdo do ultimo reagente e dentro de 15 minutos
contados da dissolugéo do pirogalol, utilizando &gua como branco.

O teor de taninos foi calculado pela expresséo:

TT = 13,12 x (A1l - A2)
A3 X m

Em que

TT = taninos totais;

Al = absorvancia medida para polifendis totais;

A2 = absorvancia medida para polifendis ndo adsorvidos;

A3 = absorvancia medida para a substancia referéncia;

m = massa da droga vegetal considerando a determinagéo de agua.
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2002).

4.6.1.5 Teste de viscosidade

15 g da amostra foram acondicionados no compartimento do viscosimetro
(Viso star-R , Fingilab SA — Marte).

Foi realizada a programacdo para agulha spindele TR 11 e verificada a
rotacao por minuto igual a 200. O botéo start foi acionado e ap6s 1 minuto realizada
a leitura em centipoise. As amostras foram analisadas em triplicata, totalizando 12
unidades (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2004; DECCACHE,
2006; BABY et al., 2008).

4.6.1.6 Contagem microbiana de bactérias, bolores e leveduras

Para o controle microbiologico do gel de Psidium guajava L. foi utilizada a

técnica de “pour plate”. 10 g do gel foram pesados e diluidos em solucao fisiologica
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e 0,1% de tween 80 como inativante de conservante. Volumes de 1 mL
correspondente a cada diluigdo da amostra foram inoculados em placas de Petri
estéreis com posterior adicdo do meio de cultura (TSA - caldo de 4gar de caseina —
soja para bactérias; SA - caldo de agar de Sabouraud — dextrose para fungos). Em
seguida, as contagens das unidades formadoras de colbnias foram realizadas, apos
incubacéo a 35 °C / 48 horas de bactérias e apds incubacdo a 24 °C / 5 dias de
fungos e leveduras (PINTO; KANEKO; OHARA, 2003).

4.7 Atividade cicatrizante

Foram utilizados 60 ratos (Rattus norvegicus albinus) da linhagem Wistar
machos, adultos, com peso médio de 150 g. Os animais permaneceram
acondicionados em gaiolas climatizadas a 25 °C, com livre acesso a agua potéavel e
racdo industrial prépria para ratos tipo Purina®. Foi respeitado o periodo de
aclimatizacdo de sete dias antes do inicio do experimento. Os animais foram
distribuidos aleatoriamente em 4 grupos: Grupo C (controle negativo- Salina), Grupo
D (controle positivo- Dersani® : uma log&o & base de 4cidos graxos essenciais, com
vitaminas A e E), Grupo P ( Extrato glicélico de Psidium guajava L.), Grupo GG ( Gel
de Psidium guajava L.). Os grupos foram divididos em 5 subgrupos de acordo com o
periodo da morte (24 horas, 48 horas, 72 horas, 7 dias e 14 dias) com 03 animais
em cada subgrupo. Este experimento teve aprovacéo pela Comissdo de Etica em
Experimentagdo Animal (CEEA) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas/
Universidade de S&o Paulo, protocolo n° 187 (MIRANDA, 2001; GARROS et al.,
2006; AMORIM et al., 2006; SCHIRATO et al., 2006).

4.7.1 Cirurgia

Os ratos foram submetidos a anestesia com Xilazina 0,1 mL/100g e Ketamina
0,2 mL/100g. Depois de anestesiados foram posicionados em decubito ventral,

imobilizados em prancha com contengcdo dos membros por tensores elésticos e



49

submetidos & epilagdo por tracdo manual na regido dorsocostal em é&rea de
aproximadamente 5 cm?.

Para realizagdo do procedimento operatério foi usado um punch metéalico
contendo lamina cortante na borda inferior. Com este instrumento foram incisados 2
fragmentos cutdneos de 4 mm de didmetro na area epilada, até exposicao da fascia
muscular dorsal. A hemostasia foi realizada por compressédo digital, utilizando-se
gaze (MIRANDA, 2001; GARROS et al., 2006; AMORIM et al., 2006; SCHIRATO et
al., 2006).

4.7.2 PGs operatorio

Logo apés o ato operatorio, os animais foram acondicionados em gaiolas
individuais, divididos de acordo com seus respectivos grupos e foram realizadas as
primeiras aplicagfes topicas de 0,1 mL do extrato glicdlico de Psidium guajava L. em
cada ferida de cada animal; para isso foi utilizada uma seringa plastica de 1 mL sem
agulha. Este procedimento foi repetido diariamente durante 14 dias, respeitando-se
a data da morte do animal. No grupo controle negativo, solucgéo fisiol6gica 0,9% foi
aplicada em igual volume, de acordo com o periodo de morte do animal, semelhante
ao proposto para o grupo de Psidium guajava L. No grupo Controle Positivo foi
realizada a aplicacdo de Dersani®, com volume semelhante ao proposto para o
Grupo Controle Negativo. Em outro grupo, foram aplicados 0,2 g de gel de Psidium
guajava L., utilizando-se um “swab”. Todos os ratos foram examinados diariamente
quanto a sua mobilidade, comparado ao controle e foi realizada avaliacao
macroscopica da ferida operatéria, observando-se a presenca ou auséncia de
secregao, crostas ou necrose.

No dia pré-estabelecido, os ratos foram mortos, através de dose excessiva de
anestésico. As feridas operatdrias foram examinadas com uso de lupa para
verificagcdo de crostas, secrecdes, cicatriz hipertréfica e verificacdo do tamanho da
ferida residual, no maior e menor eixo, medidos com régua e através do programa
image pro-plus.

A ferida foi excisada com margem de 1 cm de pele integra em torno da les&o,

em profundidade até a fascia muscular. Cada peca foi identificada individualmente,
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fixada em papel e colocada em solucdo de formalina a 10%. As laminas para
avaliacdo histoldgica foram preparadas no laboratorio de Patologia da Universidade
Nove de Julho (UNINOVE) (MIRANDA, 2001; GARROS et al., 2006; AMORIM et al.,
2006; SCHIRATO et al., 2006).

4.7.3 Andlise estatistica

A estatistica foi realizada através de ANOVA, seguida de teste de Tukey, com

nivel de significancia de 0,05.

4.7.4 Analise histologica

Técnica de processamento do material para cortes histolégicos (MICHALANY,
1998; GARROS et al., 2006):

Desidratagcdo: O tecido foi colocado no alcool absoluto por 30 minutos, na
estufa & temperatura de 60 °C. Em seguida foi transferido para o segundo e terceiro

banho de alcool absoluto durante 30 minutos cada, sempre dentro da estufa.

Diafanizac&o: Foram realizados 3 banhos de xilol de 30 minutos, numa estufa
a 60 °C. Quando necessério o processamento foi interrompido, deixando o material
no segundo banho de xilol, fora da estufa até o dia seguinte, ndo sendo necessério o

terceiro banho.

Parafina: Apos deixar escorrer bem o xilol, o material foi transferido para o
primeiro banho de parafina por 30 minutos, na estufa. Em seguida para o segundo

banho de parafina por mais 30 minutos e foi emblocado.
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Emblocamento: O material foi dividido em duas partes, dispostas paralelas a
margem inferior do bloco e em seguida a parafina fundida foi adicionada até cobrir o

material.

Corte: Ap6s 10 minutos de banho de gelo, as pecas de parafina foram
cortadas através do micrétomo Leica RM 2125 RT, em uma espessura de 3 um. Os

cortes foram colocados na lamina e levadas a estufa de 60 °C, durante 30 minutos.

Coloragdo das laminas: As laminas foram mergulhadas por 3 vezes
consecutivas em cada um dos solventes, xilol 1, xilol 2; alcool 100%, alcool 95%. Os
cortes foram hidratados em &gua corrente por no minimo 3 minutos, levados em
hematoxilina (filtrado previamente) por 10 minutos. Em seguida foram lavados em
agua corrente até a limpidez, mergulhados uma vez em agua acida (dgua acetificada
a 1%) e novamente lavados com agua corrente durante 5 minutos. Foram tratados
com corante eosina por 1 minutos, mergulhados no alcool 70%; alcool 95%; éalcool
100% até a limpidez das laminas. Finalmente as laminas foram megulhadas no xilol

3, xilol 4, xilol 5, e deixadas neste ultimo até o fechamento das mesmas.

Os cortes foram observados com microscépio NIKON China, modelo
Alphaphot-2 YS2-H, utilizando o aumento de 40 vezes e fotografados através da
camera fotografica NIKON F-70, fabricada no Jap&o, utilizando-se filme com
velocidade 400 1SO.

4.8 Atividade antimicrobiana

4.8.1 Validagdo prévia da metodologia de microdiluigdo em microplacas

Para recuperagao dos micro-organismos na mistura de solventes empregada,
foram utilizadas microplacas com 96 orificios (pocos) divididas em 12 colunas com 8
pocos cada. Nas duas primeiras colunas foram adicionados 200 yL de meio de

cultura inoculado com os micro-organismos testes (controle de crescimento). As
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colunas restantes foram destinadas ao ensaio de recuperagdo; em cada uma delas
foram adicionadas 20 yL da mistura de solventes analisada e 180 yL de meio TSB
(caldo caseina de soja) inoculado. ApGs incubagdo de 24 horas a 35-37 °C, as
leituras das microplacas foram realizadas por espectrofotometria com detector de
ELISA a 630 nm. Para cada micro-organismo em teste, foram realizadas 3
repeticbes consecutivas e os resultados foram analisados estatisticamente (ELOFF,
1998; KARAMAN et al., 2003; UNITED STATES PHARMACOPOEIA, 2007;).

4.8.2 Os testes foram realizados com o0s seguintes micro-organismos:

Staphylococcus aureus (ATCC 6538)
Escherichia coli (ATCC 10536)
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027)
Candida albicans (ATCC 10231)

As cepas microbianas liofilizadas foram adquiridas na se¢éo de Colecéo de

culturas do Instituto Adolfo Lutz. Foram realizados no maximo 5 repiques a partir de

cada cepa, renovados mensalmente.

4.8.3 Meios de cultura:

Caldo e agar de caseina — soja (TSB e TSA)

Caldo e agar de Sabouraud — dextrose a 4% (Difco®).

4.8.4 Preparo dos meios de cultura:

Os meios de cultura empregados foram caseina - soja (4gar e caldo), para
bactérias e Sabouraud - dextrose (Agar e caldo), para bolores e leveduras, sendo

ressuspensos a partir do meio desidratado. ApOs reidratagdo, os meios foram
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esterilizados a 120 °C por 15 minutos em autoclave, conforme as instrucdes do
fabricante (Difco®).

4.8.5 Preparo e padronizagéo das suspensdes de micro-organismos:

A partir das culturas estoque, as bactérias foram repicadas em estrias, na
superficie do meio inclinado de &gar caseina - soja. O bolor e a levedura foram
repicados na superficie do meio inclinado de 4gar Sabouraud dextrose. As bactérias
foram incubadas a 35-37 °C por 24 horas, os fungos, a 20-25 °C, por 48 horas para
leveduras e por sete dias para bolores.

A massa celular resultante do crescimento foi recolhida em nove mL de
solugéo salina estéril 0,85% (p/v) e a suspensédo obtida foi padronizada através de
diluicbes decimais seriadas. A partir da suspensdo padronizada de cada
microrganismo, foram efetuadas as diluicdes necessérias com solugéo salina estéril
e caldo para se obter solucdes com 10* a 10° UFC/mL do micro-organismo teste. A
confirmacdo da viabilidade do inéculo foi determinada com o plagueamento da
diluicdo microbiana ao término de cada experimento. O numero de unidades
formadoras de colonias (UFC/mL) da suspenséo original foi determinado, sendo

consideradas as contagens das placas com cerca de 30 a 300 col6nias.

4.8.6 Preparacdo das solucbes padrdo dos antibidticos (controle positivo ou de

atividade antimicrobiana)

Solu¢gdes aquosas de padrbes secundarios de cloranfenicol, amicacina e
nistatina de concentragdes de 1 mg/mL foram ensaiadas frente aos micro-

organismos em experimento.
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4.8.7 Preparacédo das amostras

As amostras foram preparadas diluidas com o solvente Dimetilsulféxido
(DMSO): metanol 50:50, com as seguintes propor¢des:
Extrato glicdlico de Psidium guajava L. 200 pL/mL e 500 pL/ mL.
Gel 200 mg/mL e 500 mg/mL
Base do gel 200 mg/mL e 500 mg/mL
Solvente do extrato 200 yL/mL

4.8.8 Procedimento do teste de atividade antimicrobiana (microdiluicdo e leitura em
detector de ELISA)

O método de diluicio em meio liquido utilizou microplacas ao invés de tubos,
adaptando-se os volumes de indculo, amostra e meio de cultura para 200uL. Foram
utilizados como controle do meio de cultura: 200 yL de TSB ou SDB; como controle
do solvente: 180-190 yL de meio de cultura e 10-20 pL (Dimetilsulfoxido (DMSO):
metanol 50:50); como controle de crescimento: 200 uL de meio de cultura inoculado
com o micro-organismo teste; como controle positivo ou de atividade antimicrobiana:
10 pL da solugao de antibiético e 190 pL de meio inoculado com o micro-organismo
em estudo. As amostras (10 pL da amostra e 180-190 pyL de meio TSB ou SDB
inoculado) foram testadas frente ao controle (extrato e meio de cultura né&o
inoculado).

Apos inoculacéo de 24 horas a 35 °C para bactérias ou 48 horas a 25 °C para
fungos, foi realizada a leitura a 630 nm por detector de Elisa. Para cada
microorganismo em teste, foram realizadas no minimo 3 réplicas com 3 repeti¢cbes
consecutivas e o0s resultados foram analisados estatisticamente (MAHBOUBI;
HAGHI, 2008; OSTROSKY et al., 2008).
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4.8.9 Procedimento do teste de atividade antimicrobiana (difusdo em placas)

4.8.9.1 Teste com “Template”

9 mL do meio inoculado de bactérias (1 mL de bactéria/100mL de agar TSA)
foram colocados numa placa de Petri e guardados em estufa durante 24 horas.

Em seguida foi colocado “template” (material de inox com formato circular
apresentando orificios para inoculag@o) nesta placa inoculada e em cada orificio
foram adicionados 50 pyL das amostras e apos o tempo em estufa a temperatura
determinada para cada micro-organismo, foram medidos os halos de inibig&o.

Foram aplicados 50 uL do antibiético cloranfenicol, na concentracdo de 1
mg/ml em &gua (controle positivo) e as mesmas quantidades de amostras de gel
(200 mg/mL e 500 mg/mL) e de extrato glicélico (200 yL/mL e 500 pL/mL) diluidos
em DMSO:metanol (1:1) (PINTO et al., 2003; OSTROSKY et al., 2008).

4.8.9.2 Teste com disco

2 mL da diluicdo 10 * UFC/mL de S. aureus foram transferidos no meio TSA
(100 mL) e colocados nas placas de Petri. Ap6s endurecimento do meio foram
acrescentados os discos contendo os antibidticos cefoxitina (CFO 30 MCG -
SENSIFAR) e bacitracina (BAC- 10Ul SENSIFAR) nos papéis de filtro (formato de
disco), bem como 5 pL e 10 yL da amostra do extrato glicélico e do gel de Psidium
guajava L.

Este procedimento foi repetido com Pseudomonas aeruginosa, utilizando
como controle positivo o antibidtico cefoxitina e ciprofloxacina (CIP 5 MGG -
SENSIFAR). Ja para testar C. albicans foram utilizados 2 mL da diluicdo 102 do
fungo em 100 mL do meio SA., seguindo 0 mesmo procedimento anterior, utilizando
os antibidticos clotrimoxazol (UT 25 MCG — SENSIFAR) e eritromicina (ERI 15 MCG
-SENSIFAR). Ap6s o tempo de incubacdo necessario, foram medidos os halos de
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inibicdo (ESMERINO et al., 2004; MAHBOUBI; HAGHI, 2008; OSTROSKY et al.,
2008).

4.8.10 Método de macrodiluicao (diluicdo em caldo - tubos)

A inoculacdo dos micro-organismos (mo) foi realizada juntamente com o meio
de cultura. Uma aliquota de 1 mL da suspens&o de cultura jovem com carga de 10°
UFC/mL foi transferida para 9 mL do meio de cultura.

A incubagéo do meio de cultura contendo os micro-organismos foi realizada a
30-35 °C por 24 horas para bactérias e levedura, quando foi efetuada observacéo
macroscopica (turvacdo) do crescimento microbiano. Para avaliar se a turvacdo era
interferéncia ou crescimento microbiano, foram realizadas subculturas. Trés tubos
foram utilizados para controle positivo (meio + mo + solugéo fisiolégica) e trés tubos
para cada diluicdo da amostra (meio + mo + amostra) (PINTO et al., 2003;
OSTROSKY et al., 2008).

As diluicbes das amostras foram: 200 mg do gel do extrato de Psidium
guajava L. diluidos em 1 mL de solucdo fisiolégica e tween 1%; desta foram
retirados 0,1 mL e colocados em 3 mL de TSB contidos em tubo de ensaio. Este
mesmo procedimento foi realizado para as demais amostras: extrato glicolico 200
ML/mL e 500 pL/mL; solvente do extrato glicolico 500 pL/mL; base do gel 200
mg/mL.

Para a subcultura: Dos tubos de ensaio dos extratos e géis que turvaram
foram retirados 0,1 mL e colocados em outro tubo de ensaio contendo 3 mL de TSB,

repetindo a técnica em triplicata para a confirmacéo do crescimento bacteriano.
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5.1 Caracterizagao farmacoboténica da folha

5.1.1 Descricdo macroscopica

As folhas da espécie arbustiva (Fig.1A) mostraram-se geralmente papiraceas
a coriaceas, inteiras, oblongo-elipticas a ovaladas, de apice obtuso, base obtusa,
margem inteira e peciolo de 0,5 a 1,0 cm de comprimento por 0,3 a 0,4 cm de
diametro (Fig.1B). A lamina, de 12 a 13 cm de comprimento por 7 a 8 cm de largura,
apresentou-se discolor, com a face adaxial de coloragdo castanho esverdeado e a
abaxial verde-pélido. A venagédo constatada foi do tipo camptédroma-broquidédroma
(Fig.1B, E). Os tricomas tectores simples foram observados em toda a face abaxial,
mas se destacaram na nervura central (Fig.1C, E, F). A face adaxial mostrou-se

glabra (Fig.1D). Pontos translicidos foram observados na lamina (Fig.1E, F).



Figura 1 - Psidium guajava L. A. arbusto. B. Droga vegetal. C. Detalhe da face abaxial, com
destaque aos tricomas tectores. D. Detalhe da face adaxial. E. Destaque aos pontos translicidos
e a nervura marginal (seta). F. Detalhe da nervura mediana e face abaxial recoberta por tricomas
tectores. Escalas: barra correspondeaA=1m;B=1cm; C,D,E,F=0,3cm.
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5.1.2 Descri¢cdo microscopica

O peciolo apresentou-se com colénquima angular, cavidades secretoras
proximas a epiderme e feixe vascular bicolateral em arco aberto nas 3 regides
analisadas (Fig. 2A, B).

O mesofilo dorsiventral mostrou-se constituido, por vezes, de 2 a 3 camadas
de células cilindricas, seguidas de 3 a 4 camadas de células menores e irregulares,
cujo comprimento reduziu-se gradativamente em direcdo a face abaxial (Fig. 2C, D).

A epiderme voltada para a face adaxial mostrou-se unisseriada, sendo
observadas trés camadas subepidérmicas, algumas das quais contendo drusas de
oxalato de calcio (Fig. 2 E).

As células epidérmicas, em vista frontal, apresentaram paredes espessas, de
contorno retilineo-poligonal (Fig. 2F). Nas folhas hipoestomaticas foram observados
estdmatos circundados por 2 a 5 células (Fig. 2G).

A nervura mediana evidenciou-se bem desenvolvida, com feixe bicolateral,
em arco aberto. Cavidades secretoras foram observadas principalmente proximas a
epiderme (Fig. 2H). O parénquima fundamental mostrou espagos intercelulares
reduzidos, idioblastos cristaliferos (drusas, prismas, cristais romboédricos, pequenos
cristais, areia cristalina), células com conteudo lipofilico e compostos fendlicos.
Grande numero de cristais de forma variada foi observado na regiao floematica (Fig.
3A,B,C,D, E).

Tricomas tectores simples e de diferentes tamanhos foram encontrados com

frequéncia na face abaxial (Fig. 3F, G, H, ).



Figura 2 - Psidium guajava L. Folha. A, C, D, E, H. Segdes transversais. B, F, G. Vista frontal. A.
Feixe vascular em arco aberto no peciolo. B. Detalhe de cristais de formas variadas no colénquima.
C, D. Detalhe do mesofilo. E. Drusa (seta) na camada subepidérmica. F. Detalhe dos campos de
pontoacdo na face adaxial. G. Estdmatos na face abaxial. H. Nervura mediana com feixe vascular
em arco aberto. Escalas. B, E,F. =5uym. C =50 ym. D, G =12 ym. A, H =100 pym.
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Figura 3 - Psidium guajava L. Folha. A.Drusas (dr) e areia cristalina (ac). B. Drusas (seta). C. Cristais
prismaticos (seta) na regido floemética. D. Drusas préximas a cavidade secretora (cs). E. Cristais
prismaticos (seta). F, G, H, | Tricomas tectores. Escalas: barra correspondente a A, B, E, G, H = 12
pm. D, C, F =50 pm. | =100 pm.



5.2 Triagem fitoquimica

Tabela 1 - Resultado da triagem fitoquimica da folha e do extrato glicélico de Psidium guajava L.

Teste Folha Extrato
glicolico

Taninos

a) cloreto férrico a 2 % +4++ T+

b) acetato de chumbo a 10% +++ 4+

¢) solugao aquosa de gelatina a 2,5% + +

d) solucdo aquosa de acetato de cobre 3% +++ +++
Flavondides

a)Reacao com cloreto de aluminio +++ +++

b) Reacédo de Shinoda

(magnésio + acido cloridrico concentrado) +++ +++
¢) Reacao com hidroxido alcalino +++ +++
Saponinas

Espuma persistente + +

Oleos essenciais

Clevenger ++ (%) ++

(+) fraca intensidade (+++) forte intensidade
(++) média intensidade (*) = 0,23% de bleo essencial
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5.3Teste de estabilidade acelerada do gel de Psidium guajava L.

5.3.1 Teor de flavonodides

Tabela 2 - Teor de flavonéides totais de Psidium guajava L., apds reacao com cloreto de aluminio a

2% (p/V) em metanol e leitura a 425 nm.

Amostra absorbancia % de flavonadides totais média
Folha 0,82 2,13 1,97+ 0,31
0,85 2,17
0,64 1,62
Extrato glicélico 0,55 1,40 1,23+0,15
0,48 1,20
0,43 1,10
Gelt=0 0,06 0,15 0,16 + 0,02
0,08 0,19
0,06 0,15
Gelt=30 0,05 0,13 0,13 £ 0,01
0,05 0,12
0,05 0,13
Gelt =60 0,06 0,14 0,13 +0,01
0,05 0,12
0,05 0,12
Gelt=90 0,05 0,13 0,13 +0,01
0,05 0,13
0,06 0,14
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5.3.2 Teor de taninos totais

Tabela 3 - Teor de taninos totais de Psidium guajava L., determinado por reagdo com reagente de
Folin-Denis e solucéo de carbonato de sédio e leitura da absorbéncia a 715 nm.

Amostra Absorbancia % de taninos totais média

Polifenois totais  Polifendis nao adsorvidos

Folha 0,32 0,07 10,90 11,90 £0,87
0,35 0,07 12,40
0,35 0,07 12,40
Extrato glicélico 0,22 0,05 7,73 8,40+ 0,66
0,25 0,04 9,00
0,24 0,05 8,50
Gelt=0 0,05 0,03 0,70 0,79+ 0,12
0,05 0,03 0,92
0,05 0,03 0,74
Gelt=30 0,03 0,02 0,57 0,50 +0,13
0,03 0,02 0,57
0,03 0,02 0,35
Gelt=60 0,05 0,04 0,17 0,20 £ 0,03
0,04 0,04 0,22
0,05 0,04 0,22
Gelt=90 0,05 0,04 0,17 0,16 £ 0,03
0,04 0,04 0,13
0,05 0,04 0,17

Estatistica feita somente com o gel, ndo havendo diferencas significativas entre os 3 tempos
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5.3.3 Andlise da viscosidade do gel de Psidium guajava L. durante o teste de

estabilidade acelerada

Tabela 4 - Viscosidade do gel de Psidium guajava L., medido no viscosimetro ViscoStar (R) com
agulha (spindle) TR 11 e velocidade de agitag&do 200 rpm.

Amostras N° de pontos média + desvio padrao
Gelt=0 03 2933,30 + 115,47
Gelt=30 03 3600,00 + 0,00 ***
Gelt=60 03 3766,70 £ 115,75 ***
Gelt=90 03 4300,00 + 100,00 ***

(***) muito significativo, comparado ao t=0

5000
4500 -
4000 -
3500 -
3000 -
2500 -
2000 -
1500 -
1000 -

500 -

Meédia da viscosidade (cp)

(¢} 30 60
Tempo (dias)

Figura 4 - Variacdo da viscosidade durante o teste de estabilidade acelerada do gel de Psidium
guajava L.
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5.3.4 Resultados da avaliacdo do gel de Psidium guajava L. submetido a
temperatura de 40+2 °C e umidade relativa (UR) de 75t5% em camara

climatica

Tabela 5 - Resultados da avaliacdo do gel de Psidium guajava L. submetido a temperatura de 40 + 2

°C e umidade relativa (UR) de 75 + 5% em camara climatica.

Caracteristicas avaliadas 0 dia 30 dias 60 dias 90 dias

Aspecto GC GC GC GC

Cor M M M M

Odor C C C C

pH 5,50 5,50 5,50 5,30+0,3
Centrifugagéo SSF SSF SSF SSF
Viscosidade (cp) 2933,30 £ 115,50 3600,00 3766,70 + 115,70 4300,00 + 100,00
Teor flavonoides totais (%) 0,16 + 0,02 0,13+0,01 0,13+0,01 0,13 +0,01

Teor taninos totais (%) 0,79+0,12 0,50 +0,13 0,20 + 0,03% 0,16 £ 0,02

GC=gel creme; M=marrom; C=caracteristico; SSF=sem separac¢éo de fases; cp=centipoise

Testes realizados em triplicatas.
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5.3.5 Perfil cromatogréfico

A) Polifendis

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Figura 5 - Cromatografia de camada delgada de Psidium guajava L., fase mével: 4cido acético glacial:
agua: acido cloridrico: metanol (45:15:4,5:19,3); suporte: celulose sobre placa de vidro; revelador:
cloreto férrico 5 % em metanol; percurso de 10 cm; 1- Folha Psidium guajava L. extraida com &lcool
(7 toques capilares); 2- Extrato glicélico de Psidium guajava L. (7 toques capilares); 3- Gel de Psidium
guajava L. T = 0 dia (25 toques capilares); 4- Gel de Psidium guajava L. T = 30 dias (25 toques
capilares); 5- Gel de Psidium guajava L. T = 60 dias (25 toques capilares); 6-Gel de Psidium guajava
L. T = 90 dias (25 toques capilares); 7- Padrdo acido galico 1mg/mL metanol (2 toques capilares); 8-
Extrato glicélico de Psidium guajava L. (9 toques capilares); 9- Gel de Psidium guajava L. T = 0 dia
(30 toques capilares); 10- Gel de Psidium guajava L. T = 0 dia (25 toques capilares); 11- Padréo acido
galico 1Img/mL metanol (2 toques capilares)
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B) Flavondides

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Figura 6 - Cromatografia de camada delgada de Psidium guajava L.; fase movel: cloroférmio: acido
acético glacial: metanol: agua (60:32:12:8); suporte: silica gel 60 Fu4 .m Sobre placa de vidro;
revelador: NP — “Natural products reagent” — difenilboriloxietilamina a 1% em metanol; percurso de 10
cm; 1- Gel de Psidium guajava L. T = 0 dias ( 20 toques capilares); 2- Gel de Psidium guajava L. T =
30 dias ( 20 toques capilares); 3- Gel de Psidium guajava L. T = 60 dias ( 20 toques capilares); 4-5-6
(triplicata) Gel de Psidium guajava L. T = 90 dias ( 20 toques capilares); 7- Gel de Psidium guajava L.
T = 90 dias ( 25 toques capilares); 8-9(duplicata) Gel de Psidium guajava L. T = 90 dias ( 25 toques
capilares); 10- Padréo quercetina ( 2 toques capilares); 11- Padréo acido galico (2 toques capilares);
12- Extrato glicodlico de Psidium guajava L. ( 5 toques capilares); 13- Folha Psidium guajava L.
extraida com éalcool ( 5 toques capilares)
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5.3.6 Contagem microbiana

Tabela 6 - Contagem microbiana do gel do extrato glicélico de Psidium guajava L.

Gel (dias) Bactérias (UFC) Fungos e leveduras (UFC)
1 Ausente Ausente
30 Ausente Ausente
60 Ausente Ausente
90 Ausente Ausente

UFC = unidade formadora de col6nia

5.4 Teste de cicatrizagao

5.4.1 Avaliagcdo macroscopica

Tabela 7 - Tamanho da lesdo em ratos, ap0s inciséo dorsal e 24 horas de tratamento com solugéo
fisioloégica, Dersani®, extrato glicolico de Psidium guajava L. e gel do extrato glicélico de Psidium
guajava L.

Amostras N° de amostras média (mm°®) + desvio padrdo
Solucéo fisioldgica (controle negativo) 12 35,11 + 6,38

Dersani® (controle positivo) 12 44,38 + 5,95 **

Extrato glicélico de Psidium guajava L. 12 34,12 +7,42

Gel do extrato glicélico de Psidium
guajava L. 12 39,30+5,15

(**) = muito significativo comparado ao controle negativo

Tabela 8 - Tamanho da lesdo em ratos, ap0s inciséo dorsal e 48 horas de tratamento com solugéo
fisiolégica, Dersani®, extrato glicolico de Psidium guajava L. e gel do extrato glicolico de Psidium
guajava L.

Amostras N° de amostras média (mm°®)  desvio padréo
Solucéo fisioldgica (controle negativo) 10 27,08 £ 5,36

Dersani® (controle positivo) 10 38,84 £ 6,67 **

Extrato glicélico de Psidium guajava L. 10 32,75+6,31

Gel do extrato glicélico de Psidium
guajava L. 10 31,97 + 7,64

(**) = muito significativo comparado em relagéo ao controle negativo.
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Tabela 9 - Tamanho da lesdo em ratos, apos inciséo dorsal e 72 horas de tratamento com solugéo
fisioloégica, Dersani®, extrato glicolico de Psidium guajava L. e gel do extrato glicolico de Psidium
guajava L.

Amostras N° de amostras média (mm®) + desvio padréo
Solucéo fisiolégica (controle negativo) 07 23,71+ 3,98

Dersani® (controle positivo) 07 29,32 + 6,66

Extrato glicélico de Psidium guajava L. 07 32,39+5,16 *

Gel do extrato glicélico de Psidium
guajava L. 07 2495+ 4,04

(* )= significativo comparado em relacdo ao controle negativo.

Tabela 10 - Tamanho da lesdo em ratos, apés incisdo dorsal e 7 dias de tratamento com solucdo
fisiolégica, Dersani®, extrato glicolico de Psidium guajava L. e gel do extrato glicélico de Psidium
guajava L.

Amostras N° de amostras média (mm°®) + desvio padréo
Solugéo fisiolégica (controle negativo) 04 7,53+ 1,65
Dersani® (controle positivo) 04 8,36 £ 2,52
Extrato glicélico de Psidium guajava L. 04 7,66 + 2,64

Gel do extrato glicélico de Psidium
guajava L. 04 7,92 +1,25

Estatistica ndo significativa comparado em relagéo ao controle negativo.

Tabela 11 - Tamanho da lesdo em ratos, apds incisdo dorsal e 14 dias de tratamento com solugéo
fisioloégica, Dersani®, extrato glicolico de Psidium guajava L. e gel do extrato glicolico de Psidium
guajava L.

Amostras N° de amostras média (mm®) + desvio padréo
Solucdo fisioldgica (controle negativo) 03 2,15+0,87
Dersani® (controle positivo) 03 2,50 £ 0,86
Extrato glicélico de Psidium guajavalL. 03 1,69 £ 0,95

Gel do extrato glicélico de Psidium
guajava L. 03 3,25+ 1,50

Estatistica ndo significativa comparado em relagdo ao controle negativo.
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Figura 7 - Tamanho da lesdo em ratos, apoés incisdo dorsal e tratamento. A, E, I, M, Q. Tamanho da
lesdo apds tratamento com Dersani® durante 24 hs., 48 hs., 72 hs., 7 dias e 14 dias respectivamente.
B, F, J, N, R. Tamanho da lesé@o ap6s tratamento com Extrato glicélico de Psidium guajava L. durante
24 hs., 48 hs., 72 hs., 7 dias e 14 dias respectivamente. C, G, K, O, S. Tamanho da leséo apés
tratamento com gel de Psidium guajava L. durante 24 hs., 48 hs., 72 hs., 7 dias e 14 dias
respectivamente. D, H, L, P, T. Tamanho da lesdo apds tratamento com solucéo fisiolégica durante
24 hs., 48 hs., 72 hs., 7 dias e 14 dias respectivamente. Escala 1,0 mm.
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Figura 8 - Efeito da administracdo topica do extrato glicolico e do gel de Psidium guajava L. na
cicatrizacdo de lesdes em ratos



5.4.2 Avaliacao histolégica
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Tabela 12 -. Avaliacao histolégica comparativa do efeito cicatrizante do extrato glicélico e gel de
Psidium guajava L., em feridas cuténeas em ratos — Aspecto qualitativo

Morte Sol fisiolégicaou  Dersani® Extrato de glicdlico Gel de Psidium
Controle Psidium guajava L. guajava L.
24h/1d = edema + = edema ++ = edema ++ = edema ++
= infiltrado = infiltrado = infiltrado = infiltrado
inflamatdrio inflamatdrio inflamatdrio inflamatdrio
mononuclear ++ mononuclear + mononuclear +++ mononuclear +++
= proliferacéo = proliferagédo = proliferagéo = proliferacéo
vascular — vascular — vascular — vascular —
* necrose + * necrose + * necrose + * necrose -
(Fig. 9A) (Fig. 9B) (Fig. 9C) ( Fig. 9D)
48h/2d = 1 edema ++ = 1 edema +++ = edema ++ = edema ++
= 1 infiltrado = infiltrado = infiltrado = | infiltrado
inflamatdrio inflamatdrio inflamatdrio inflamatdrio
mononuclear +++ mononuclear + mononuclear +++ mononuclear ++
= proliferacéo = proliferagéo = proliferagéo = infiltrado
vascular + vascular- vascular + inflamatdrio
* necrose + = 1 necrose ++ * necrose + polimorfonuclear +
(Fig. 10A) (Fig. 10B) = areas de = proliferacéo
cicatrizacéo + vascular+
(Fig. 10C) * necrose +
= dreas de
cicatrizacéo +
(Fig. 10D)
72h/3d = |edema — = ledema ++ = | edema + = | edema +
= | infiltrado = infiltrado =linfiltrado = | infiltrado
mononuclear++ inflamatério mononuclear++ mononuclear +
= infiltrado mononuclear ++ = infiltrado = infiltrado
inflamatdrio = proliferagéo inflamatdrio inflamatdrio
polimorfonuclear +  vascular+ polimorfonuclear + polimorfonuclear
= proliferacéo = 1 necrose +++ = 1 proliferagéo ++
vascular + (Fig. 11B) vascular++ = 1 proliferagao
= 1 necrose ++ * necrose + vascular++
(Fig. 11 A) = areas de = |necrose
cicatrizacdo c/ fibras = areas de
++ cicatrizacéo
(Fig. 11C) cf/fibras ++
(Fig. 11D)
7d = | edema + = ledema + = | edema - = infiltrado
= | infiltrado = infiltrado = | infiltrado inflamatdrio
monuclear + inflamatdrio mononuclear+ mononuclear +
= proliferacéo polimorfonuclear + = infiltrado = | infiltrado
vascular ++ = proliferagdo inflamatdrio inflamatdrio
= | necrose + vascular + polimorfonuclear + polimorfonuclear +
= areas de = | necrose ++ = proliferagéo = proliferacéo
cicatrizacao ++ = areas de vascular ++ vascular ++
(Fig. 12A) cicatrizacéo + * necrose + = muitas areas c/
(Fig. 12B) = 1 areas de cicatrizacao

cicatrizagédo c/ fibras
+++(Fig. 12C)

(Fig. 12D)
continua
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Morte Sol. Fisioldgica ou Dersani® Extrato de glicdlico Gel de Psidium
Controle Psidium guajava L. guajava L.
14d = infiltrado = presenga de = infiltrado = infiltrado
inflamatdrio resposta inflamatdrio inflamatdrio
mononuclear + inflamatdria crbnica mononuclear - mononuclear -
= proliferacéo + = infiltrado = infiltrado
vascular ++ * necrose ++ inflamatdrio inflamatdrio
* necrose - = dreas de polimorfonuclear - polimorfonuclear -

= consolidacédo
cicatricial em
algumas éareas do
corte histolégico
(Fig. 13A)

cicatrizacdo++

= proliferagéo
vascular +

= consolidacao
cicatricial em
algumas areas do
corte histolégico
(Fig. 13B)

= proliferagéo
vascular ++

= consolidacdo
cicatricial em todo
corte histolégico
(Fig. 13C)

= proliferacéo
vascular ++

= consolidacéo
cicatricial em todo
corte histolégico
(Fig. 13D)

o Infiltrado inflamatério mononuclear:

- (ausente = nao evidente no corte histoldgico)

+ (discreta - evidenciado de forma isolada)
++ (moderada - maior freqiiéncia de evidenciacdo, porém c/ areas livres de infiltrado)
+++ (acentuada - células evidenciadas c/ grande fregiiéncia, sem areas livres de infiltrado)

e Infiltrado inflamatério polimorfonuclear:

- (ausente = nao evidente no corte histoldgico)

+ (discreta - evidenciado de forma isolada)
++ (moderada - maior freqiiéncia de evidenciacdo, porém c/ areas livres de infiltrado)
+++ (acentuada - céls evidenciadas c/ grande freqiiéncia, sem areas livres de infiltrado)

e Proliferagéo vascular:

- (ausente = nao evidente no corte histoldgico)

+ (discreta = evidéncia de poucos vasos esparsamente isolados)
++ (moderada - maior freqiiéncia de evidenciacao e dispersos no corte histologico)
+++ (acentuada - evidenciados c/ grande freqtiéncia, em todo o corte histol6gico)
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Figura 9 - Efeito cicatrizante da lesao em ratos, apds incisao dorsal e 24 horas de tratamento com A.
Solucéo fisioldgica. B. Dersani®. C. Extrato glicdlico de Psidium guajava L. e D. Gel de Psidium
guajava L.
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Figura 10 - Efeito cicatrizante da lesédo em ratos, apoés incisdo dorsal e 48 horas de tratamento com A.
Solucéo fisioldgica. B. Dersani®. C. Extrato glicdlico de Psidium guajava L. e D. Gel de Psidium
guajava L.
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Figura 11 - Efeito cicatrizante da lesédo em ratos, apds incisdo dorsal e 72 horas de tratamento com
A. Solucéo fisiolégica. B. Dersani®. C. Extrato glicélico de Psidium guajava L. e D. Gel de Psidium
guajava L.
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Figura 12 - Efeito cicatrizante da lesdo em ratos, ap0s inciséo dorsal e 7 dias de tratamento com A.
Solucéo fisioldgica. B. Dersani®. C. Extrato glicdlico de Psidium guajava L. e D. Gel de Psidium
guajava L.
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Figura 13 - Efeito cicatrizante da lesdo em ratos, ap0s incisédo dorsal e 14 dias de tratamento com A.
Solucéo fisioldgica. B. Dersani®. C. Extrato glicdlico de Psidium guajava L. e D. Gel de Psidium
guajava L.
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5.5 Atividade antimicrobiana

5.5.1 Método microdiluicdo (ELISA)

Tabela 13 - Porcentagem de inibicdo do micro-organismo E. coli (L0*UFC/mL), frente ao extrato e ao
gel de Psidium guajava L., através do método de microdiluigao.

Amostras % de inibicao + Desvio padrédo
Cloranfenicol (1 mg/mL) 102,32 + 2,96

Gel (200 mg/mL) 11,92 +5,81

Gel (500 mg/mL) 0,00 + 8,38

Extrato glicélico (200 pL/mL) 20,17 £ 3,58

Extrato glicélico (500 pL/mL) 28,87 £6,75

Solvente do extrato glicélico (200 pL/mL) 3,26 £ 8,21

solvente do extrato glicolico (500 pL/mL) 5,60 + 7,63

Base do gel (200 mg/mL) 6,24 + 14,30

DMSO:MeOH (1:1) 0,00 + 1,44
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Tabela 14 - Porcentagem de inibicdo do micro-organismo P.aeruginosa (10°UFC/mL), frente ao
extrato e ao gel de Psidium guajava L., através do método de microdilui¢ao.

Amostras

% de inibicao + Desvio padrédo

Amicacina (1 mg/mL)

Gel (200 mg/mL)

Gel (500 mg/mL)

Extrato glicélico (200 pL/mL)

Extrato glicélico (500 pL/mL)

Solvente do extrato glicélico (200 pL/mL)

solvente do extrato glicolico (500 pL/mL)

Base do gel (200 mg/mL)

DMSO:MeOH (1:1)

100,00 + 3,34

50,37 + 6,46

49,38 + 8,35

8,32 +£6,85

55,81 + 2,47

24,12 +5,55

38,67 + 2,47

32,56 +1,95

16,48 £ 2,75

Tabela 15 - Porcentagem de inibicdo do micro-organismo S.aureus (10*UFC/mL), frente ao extrato e
ao gel de Psidium guajava L., através do método de microdilui¢ao.

Amostras

% de inibicao + Desvio padrao

Cloranfenicol (1 mg/mL)

Gel (200 mg/mL)

Gel (500 mg/mL)

Extrato glicélico (200 pL/mL)

Extrato glicélico (500 pL/mL)

Solvente do extrato glicélico (200 pL/mL)

Base do gel (200 mg/mL)

DMSO:MeOH (1:1)

100,00 + 2,91

37,12+ 2,33

50,97 + 5,00

0,00 £ 17,36

51,16 + 3,50

591+5,78

15,03 1,95

0,00 4,10
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Figura 14 - Porcentagem de inibicdo microbiana do extrato glicélico e do gel de Psidium

guajava L. através do método de microdiluigdo.

83



84

Tabela 16 - Porcentagem de inibicdo do micro-organismo C.albicans (10*UFC/mL), frente ao extrato e
ao gel de Psidium guajava L., através do método de microdilui¢ao.

Amostras

% de inibicao + Desvio padrao

Nistatina (1 mg/mL) 10 yL

Gel (200 mg/mL)

Gel (500 mg/mL)

Extrato glicélico (200 pL/mL)

Extrato glicélico (500 pL/mL)

Solvente do extrato glicélico (200 pL/mL)

Base do gel (200 mg/mL)

DMSO:MeOH (1:1)

95,83 +2,52

0,00 + 11,96

0,00 + 7,40

0,00 + 5,60

0,00 + 4,50

23,43+17,33

0,00 + 15,42

2,83 +5,88




85

5.5.2 Método Difuséo em placas

5.5.2.1 Técnica “templates”

Tabela 17 - Medida do halo de inibigdo (mm) das amostras de Psidium guajava L.(50 pL) frente ao
micro-organismo E. coli (L0*UFC/mL), inoculado em “templates”.

Amostras N° de amostras Média (mm) + Desvio padrédo
Gel (200 mg/mL) 03 7,04 £ 0,06

Gel (500 mg/mL) 03 7,07 £0,12

Extrato glicélico (200 pL/mL) 03 7,04 £ 0,06

Extrato glicélico (500 pL/mL) 03 7,00 £ 0,00

Base do gel (200 mg/mL) 03 7,00 £ 0,00

Cloranfenicol (1Img/mL) 03 22,00 £ 0,00***

(***) = muito significativo comparado em relagédo ao solvente do extrato.

Tabela 18 - Medida do halo de inibicdo (mm) das amostras de Psidium guajava L. (50 uL) frente ao
micro-organismo P. aeruginosa (10°UFC/mL), inoculado em “templates”

Amostras N° de amostras Média (mm) + Desvio padrédo
Solvente do extrato (500 yL/mL) 03 7,00 £ 0,00

Gel (200 mg/mL) 03 7,00 + 0,00

Gel (500 mg/mL) 03 7,00 £ 0,00

Extrato glicélico (200 pL/mL) 03 10,00 = 3,61

Extrato glicélico (500 pL/mL) 03 9,34 + 2,08

Base do gel (200mg/mL) 03 7,00 £ 0,00

Amicacina (Img/mL) 03 24,00 £ 0,00***

(***) = muito significativo comparado em relagédo ao solvente do extrato.
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Tabela 19 - Medida do halo de inibicdo (mm) das amostras de Psidium guajava L. (50 uL) frente ao
micro-organismo S. aureus (10° UFC/mL), inoculado em “templates”

Amostras N° de amostras

Média (mm) + Desvio padrédo

Solvente do extrato (500 yL/mL) 03

Gel (200 mg/mL) 03
Gel (500 mg/mL) 03
Extrato glicélico (200 pL/mL) 03
Extrato glicélico (500 pL/mL) 03
Base do gel (200mg/mL) 03
Cloranfenicol (Img/mL) 03

7,00 £0.00

7,50 £ 0,50

7,50 £ 0,50

10,00 £ 0,00***

12,00 £ 0,00***

7,00 £ 0,00

22,00 = 0,00***

(***) = muito significativo comparado em relagéo ao solvente do extrato.

w
o

= = N N
o a1 o a1
I I I I

média dos halos de inibicdo microbiana (mm)
a1

o
|
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O gel Psidium
guajava L.

(200mg/mL)
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extrato ( 500

BL/mL )
O base do gel (
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Figura 15 - Efeito da atividade antimicrobiana do extrato glicélico e do gel de Psidium guajava
L. frente a E. coli, P. aeruginosa, S. aureus e C. albicans, através do método de difusdo em

“templates”
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5.5.2.2 Técnica em discos

Tabela 20 - Medida do halo de inibicdo (mm) das amostras de Psidium guajava L. frente ao micro-
organismo S. aureus (10°UFC/mL), em discos de papel de filtro

Amostras Média dos halos (mm) + Desvio padréo
Gel Psidium guajava L. 200mg/mL (5 yL) 0,00 £ 0,00
Gel Psidium guajava L. 200mg/mL (10 L) 0,00 £ 0,00
Gel Psidium guajava L. 500 mg/mL(5pL) 0,00 £ 0,00
Gel Psidium guajava L. 500 mg/mL(10uL) 0,00 £ 0,00
extrato glicolico 200 yL/mL(5uL) 6,50 £ 0,71 ***
extrato glicolico 200 pL/mL(10uL) 9,00 £1,41 ***
extrato glicdlico 500 pyL/mL (5uL) 8,50 £ 0,71 ***
extrato glicolico 500 pyL/mL (10pL) 10,50 £ 0,71 ***
extrato glicdlico puro (10uL) 16,67 £1,53 ***
solvente do extrato 200uL/mL (5uL ) 0,00 £ 0,00
solvente do extrato 200uL/mL (10uL ) 0,00 £ 0,00
solvente do extrato 500uL/mL (5uL ) 0,00 £ 0,00
solvente do extrato 500uL/mL (10uL ) 0,00 £ 0,00
solvente do extrato puro (10puL ) 0,00 £ 0,00
base do gel 200 mg/mL (5 pL) 0,00 £ 0,00
base do gel 200 mg/mL (10 pL) 0,00 £ 0,00
DMSO/MeOH (5pL) 0,00 + 0,00
DMSO/MeOH (10pL) 0,00 + 0,00
Cefoxitina (halo menor) 17,3 +1,35%**
Cefoxitina (halo maior) 37,79 +1 55***
Bacitracina 24,33 +1,86***

(***) = muito significativo comparado em relacéo gel Psidium guajava L. 200mg/mL
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Figura 16 - Efeito da atividade antimicrobiana do extrato glicélico e do gel de Psidium guajava L.
frente a S. aureus, através do método de difusdo em disco.
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O extrato glicélico e o gel de Psidium guajava L. ndo apresentaram halo de inibic&o

frente a P. aeruginosa(10* UFC/mL), através do método de difuséo em disco.



5.5.3 Método de macrodiluicdo (diluicdo em tubos)
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Tabela 21 - Verificagao da turbidez dos tubos (crescimento microbiano) do extrato e gel de Psidium
guajava L. frente a P.aeruginosa (10°UFC/mL), S. aureus (10°UFC/mL), C. albicans(10°UFC/mL)

Amostra C. albicans
(10,2 ©, 3° tubo)

S. aureus
(2°,2 °, 3° tubo)

P. aeruginosa
(10,20, 3° tubo)

Solucéo fisiologica ++ 4+
Base do gel ++ 4+
Gel 200 mg/mL ++ 4+
Solvente do extrato glicélico ++ 4+
Extrato glicélico (200 pL/mL) +++
Extrato glicdlico (500 pL/mL) +++

G++4)

G++4)

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++
+++
+++
+++
+++ (C++4)

+++ (C++4)

(+) = presenca de turvacdo; (%) = apds subcultura; (-) auséncia de turvacéo
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6 DISCUSSAO

Nas analises das folhas de Psidium guajava L. foram confirmadas as
presencas de tricomas tectores simples e a nervura central com feixe vascular
bicolateral, comuns na familia (METCALFE; CHALK, 1950). A ocorréncia dos
tricomas apenas na face abaxial, observada neste trabalho, foi coincidente a descrita
na Farmacopéia Brasileira IV, porém difere da descricdo de Duarte e Paula (2005),
que indica a presenca destes em ambas as superficies foliares. As cavidades
secretoras encontradas nas proximidades da epiderme (METCALFE; CHALK, 1950)
foram adicionalmente observadas afastadas da epiderme neste trabalho,
corroborando com os estudos da Farmacopéia Brasileira (2002), Rivera-Arce,
Gattuso e Lozoya (2003), Duarte e Paula (2005).

A regido subepidérmica aclorofilada ndo foi estudada sob o aspecto
ontogenético neste trabalho. Essa mesma regido também foi denominada de
camada subepidérmica por Duarte e Paula (2005), enquanto Metcalfe e Chalk
(1950) denominaram-na de hipoderme. A Farmacopéia Brasileira (2002) e Tantawy
(2004) denominaram essa regiao de epiderme multisseriada, ndo mencionando o
estudo de ontogénese.

Segundo Fahn (1990), folhas contendo parénquima palicadico em ambas as
faces da epiderme sdo denominadas de isolaterais ou isobilaterais, enquanto a
folhas contendo parénquima palicddico apenas em uma das faces e parénquima
esponjoso em outra face recebem a denominac¢éo de dorsiventral ou bifacial. Assim,
neste estudo foi verificada a presenca de mesofilo dorsiventral ou bifacial,
concordando com a Farmacopéia Brasileira (2002), Tantawy (2004), Duarte e Paula
(2005), mas diferindo de Metcalfe e Chalk (1950), Rivera-Arce, Gattuso e Lozoya
(2003), que denominaram-no de isolateral. Por outro lado, a presenca de feixes
vasculares bicolaterais em arco aberto na nervura mediana, encontrados neste
trabalho, confere com a descrigdo relatada pela Farmacopéia Brasileira IV, Metcalfe
e Chalk (1950), distinguindo-se da forma “praticamente de arco fechado”
mencionada por Duarte e Paula (2005).

Foram observados estdmatos paraciticos, anomociticos e anisociticos em
suas folhas, conforme relatado por Rivera-Arce, Gattuso e Lozoya (2003), embora

Metcalfe e Chalk (1950) relatem a presenca de estdbmatos anomociticos e mais
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raramente de estbmatos paraciticos em Myrtaceae; para P. guajava L. esses
mesmos autores descrevem estématos paraciticos, encontrados exclusivamente na
superficie abaxial, assim como Duarte e Paula (2005). Nossos resultados diferem
parcialmente da Farmacopéia Brasileira (2002) e Tantawy (2004), que verificaram a
presenca apenas de estdbmatos anomociticos.

O peciolo apresentou colénquima angular com vérias formas de cristais e
feixe vascular em arco aberto. Drusas, cristais prismaticos e areia cristalina de
oxalato de calcio foram observados tanto nesta regido quanto na lamina foliar. Na
regido floemética foram encontrados cristais prismaticos, cavidades secretoras e
compostos fendlicos. Estes dados foram concordantes com Metcalfe e Chalk (1950),
Farmacopéia Brasileira (2002), Rivera-Arce, Gattuso e Lozoya (2003) e Duarte e
Paula (2005).

Através da triagem fitoquimica foi possivel verificar a qualidade da parte
utilizada (folha) para a producéo do extrato glicélico de Psidium guajava L.; foram
confirmadas as presencas de taninos, flavondides, 6leos essenciais e saponinas
estando as caracteristicas fisico-quimicas observadas de acordo com a
Farmacopéia Brasileira (2002). O teste de estabilidade acelerada permitiu observar
que o gel de Psidium guajava L. ndo sofreu alteracdo quanto a cor, odor, aspecto,
pH. Somente apos 90 dias o pH reduziu de 5,5 para 5,3 £ 0,3 ndo afetando outras
caracteristicas. Nao ocorreu separagéo de fases, indicando boa estabilidade fisica.

A variacéo da viscosidade do gel foi de 22,7%, 28,4% e 46,6%, apos 30, 60 e
90 dias, respectivamente, sendo estatisticamente muito significativa, em relagcdo ao
gel inicial. Essas variagbes ndo alteraram as caracteristicas organolépticas; mesmo
assim a viscosidade devera ser revista, caso haja a proposta da produgdo de um
fitoterapico (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2004).

O gel sofreu uma diminuicdo do teor de flavondides totais de 0,16 + 0.02%
(t=0) para 0,13 + 0,01% ap6s 30 dias na camara climética, teor que se manteve até
mesmo apos 90 dias. O teor de flavonodides totais da folha de Psidium guajava L. foi
de 1,97 £ 0,31%, e no extrato glicélico, de 1,23 + 0,15%. Essa reducédo foi devida
provavelmente ao ndo esgotamento total do principio ativo da droga vegetal durante
a extracdo fracionada (percolacdo método C). A formulagéo, entretanto, pode ser
considerada adequada, pois no gel verificou-se uma estabilidade destes
constituintes, que sédo importantes para a agéo anti-inflamatéria e cicatrizante (SILVA
et al, 2002; MILTERSTEINER et al., 2003). Referente ao teor de taninos totais do
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gel, ndo houve uma redugéo significativa durante o tempo ensaiado, apesar de,
aparentemente, ter ocorrido uma diminui¢cdo (t 0 = 0,79 * 0,12% , t 30 = 0,50 *
0,13%, t 60 =0,20 + 0,03% e t 90 = 0,16 £ 0,02%).

Referente ao perfil cromatografico, se verifica que o de flavondides se
manteve, o que ndo pode ser observado no perfil cromatogréfico de compostos
fendlicos.

O teste de estabilidade do gel pdde ser completado com as analises
microbiolégicas. O gel apresentou-se isento de contaminagdo por bactérias, fungos
e leveduras, assim como o extrato glicélico previamente analisado, podendo ser
utilizado com maior seguranca.

Referente & cicatrizagdo, no primeiro dia ndo foram observadas variagfes
significativas entre as médias das &reas das les@es tratadas com extrato glicélico
(34,12 £+ 7,42) e com gel (39,29 + 5,15) em relacdo a solugdo fisioldgica,
demonstrando estatisticamente que nesta fase inicial foi indiferente usar o gel, o
extrato glicélico ou a solugéo fisioldgica.

No 2° dia de tratamento, os resultados permaneceram semelhantes.

Ja no 3° dia foi observado somente resultado significativo (P< 0,05) das
médias das &reas tratadas com extrato glicolico (32,39 + 5,16) em relagéo a solucédo
fisioldgica (23,71 + 3,97), sendo a ferida maior apés tratamento com extrato glicélico.

No 7° dia de tratamento n&o ocorreu variagdo significativa (P>0,05) quando
comparados com o controle negativo, conforme verificado na tabela 11. Somente no
14° dia o extrato glicolico apresentou menor area da lesdo, média de (1,69 + 0,95
mm?), mas estatisticamente ndo significativo (P>0,05) em relacdo ao controle
negativo.

Referente a avaliacdo do efeito da administragéo tépica do extrato glicélico e
do gel de Psidium guajava L. em ratos, para complementacdo da andlise dos
resultados foi considerado o primeiro dia como 100% de leséo para cada grupo,

separadamente, conforme Tabela 23.
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Tabela 22 - Porcentagem da lesdo dos ratos tratados com solugdo fisioldgica, Dersani®, extrato
glicolico e gel de Psidium guajava L., considerando o primeiro dia como 100% de lesdo para cada

grupo.

Tempo de  solucgéo fisiolégica  Dersani® Extrato glicélico Gel de Psidium
tratamento  (controle negativo)  (controle positivo) de Psidium guajava L.
(% da lesao) (% da leséo) guajava L. (% da leséo)
(% da leséo)
48 horas 77,13 87,52 95,98 81,35
72 horas 67,53 66,07 94,93 63,49
7 dias 21,45 18,84 22,45 20,15
14 dias 6,12 5,56 4,95 8,27

Esse célculo foi realizado, pois se verificou que o tamanho inicial das feridas
ndo era exatamente igual para todos os grupos, podendo esta variagdo causar
pequena diferenca nos resultados. Através dessa comparacdo, a porcentagem de
diminuicdo da ferida foi préxima entre os grupos, apresentando o extrato glicdlico
aparentemente o melhor resultado.

O controle positivo Dersani® é uma logdo a base de AGE (acidos graxos
essenciais) com vitaminas A e E, que revitaliza e mantém o equilibrio hidrico da
pele, melhorando sua elasticidade; possui uma férmula rica em &cido linoleico, que
auxilia na prevengao da formulagdo de escaras e contribui para o restabelecimento
da integridade da pele (MANDELBAUM; DI SANTIS; MANDELBAUM, 2003;
FRANCO; GONCALVES, 2008).

Neste teste, Dersani® parece apresentar melhor efeito cicatrizante a partir de
72 horas de tratamento e ndo sendo tdo eficaz nas 48 horas iniciais de tratamento.

O processo de cicatrizagdo das lesdes é complexo (BLANES. In: Baptista-
Silva, 2004), envolve uma resposta inflamatéria aguda, manifestada por edema e
formacdo de exsudato seroso, migracdo das células epidérmicas para a ferida,
ocluindo a sua superficie. Do ponto de vista morfol6gico, o processo de cicatrizacdo
de feridas consiste de trés fases consecutivas: a) fase inflamatoria — inicialmente
vasoconstricdo reflexa com fechamento dos vasos lesados, seguida por
vasodilatagdo com formagdo de exsudato, sendo os neutrofilos importantes nesta
fase por digerir bactérias e tecidos desvitalizados e os mondcitos transformados em
macrofagos auxiliam na fagocitose de bactérias e restos celulares; b) fase de
fibroplasia ou proliferativa - ocorrem reparagédo do tecido conjuntivo (formagdo do
tecido de granulacdo, com proliferagdo endotelial e fibroblastos) e do epitélio; c) fase

de maturacdo — ocorrem deposi¢do, agrupamento e remodelacdo do colageno e
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regressao endotelial (ABLA. In: Ferreira, 1995; SABISTON; DAVID; LYERLY, 1996;
GARROS et al., 2006).

Apos a andlise histologica tivemos uma visdo mais ampla de como ocorreu
efetivamente a cicatrizagéo durante os diferentes tempos de tratamento.

1- Qualitativamente pode ser considerada a presencga de efeito cicatrizante nos
grupos tratados com gel e extrato glicolico de Psidium guajava L., devido as
seguintes observagdes:

a) proliferacdo vascular aumentada a partir do 3d/72h apdés o tratamento,

enquanto que nos demais grupos so foi visualizada apos esse tempo.

b) presenca de aumento de infiltrado inflamat6rio mononuclear precocemente:
1d/24h.

c) presenca de infiltrado inflamatério com polimorfonucleares nos grupos
controle (solucédo fisiologica) e extrato glicdlico a partir do 3d/72h apés
tratamento. No grupo com gel a visualizagdo foi mais precoce, 2d/48h,
enquanto no grupo tratado com Dersani® estas células somente foram
observadas apdés 3d/72h.

d) aparecimento precoce de necrose (1d/24h) nos grupos controle, tratado com
Dersani® e extrato glicélico; enquanto que no grupo tratado com gel a necrose

somente foi visualizada 2d/48h, ap4s o tratamento.

2- N&o foi evidenciada presenca de tecido de granulacdo visivel durante o
periodo de avaliagdo do trabalho (14 d) em nenhum dos grupos. No entanto h&
evidéncias histoldgicas de fibroplasia e proliferacdo vascular, caracteristicas de fase
granulatéria, nos grupos tratados com extrato glicolico e gel de Psidium guajava L. a

partir do 3d/72h. Fato ndo observado nos demais grupos.

Através da técnica de microdiluicdo (ELISA), os extratos glicolicos de Psidium
guajava L. (200 yL/mL e 500 pL/mL) apresentaram inibicdo de 20,17% e 28,87%
para E. coli respectivamente. Resultado semelhante foi observado nos estudos dos
extratos aquosos das folhas, raizes e casca do caule de Deeni e Sadiq (2002) e
diferindo dos nossos resultados obtidos pela técnica de difusdo em placas
(templates), que n&o apresentou halo de inibicdo, e do estudo de Sanches et al.
(2005) que ndo observaram uma atividade efetiva contra bactéria gram-negativa E.

coli. Ainda pela técnica de ELISA o gel 200 mg/mL apresentou 11,92% de inibicao
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para E. coli, sendo que a base do gel apresentou 6,24% de inibicdo. O gel de 500
mg/mL n&o apresentou nenhuma inibicdo, ndo sendo possivel, at¢ o momento
justificar este resultado.

Em relagdo a determinacdo da inibicdo do crescimento de P. aeruginosa
através da técnica de ELISA, os géis 200 mg/mL e 500 mg/mL apresentaram 50,37
e 49,38% de inibicAo respectivamente; devendo considerar que o solvente
(DMSO:MeOH 1:1) utilizado para as diluicdes apresentou 16,48% de inibigcdo. O
extrato glicdlico 200 yL/mL apresentou apenas 8,32% de inibigdo, fato ainda né&o
justificavel até o momento; o extrato glicélico 500 uL/mL apresentou inibicdo de
55,81%, indicando que o gel e o extrato mostram atividade antimicrobiana em
relagdo a este micro-organismo. Pela técnica de difusdo em placas (“templates”) os
extratos glicolicos 200 yL/mL e 500 yL/mL apresentaram halos de inibigdo para P.
aeruginosa (10,0 e 9,33 mm respectivamente), corroborando com os trabalhos de
Deeni e Sadiq (2002), Chah et al. (2006).

Nenhuma amostra apresentou halo de inibicdo para P. aeruginosa na técnica
de difusdo em discos, corroborando com Sanches et al. (2005) que também néo
obtiveram atividade inibitéria para esse micro-organismo, mas diferindo dos
resultados dos testes anteriores.

Quanto a S. aureus os géis 200 mg/mL e 500 mg/mL apresentaram inibigdo
de 37,12% e 50,97%, respectivamente; os extratos glicdlicos 200 pL/mL e 500
uL/mL apresentaram 0 e 51,16% de inibicdo, respectivamente, pela técnica de
microdiluicdo (ELISA). Provavelmente ocorreu uma interferéncia na leitura para o
extrato glicélico de 200 pyL/mL.

Os resultados obtidos pela técnica em discos para extrato glicélico nas
diluicbes de 200 pL/mL e 500 uL/mL sdo as médias dos halos de inibicdo. Foram
muito significativas em relagc&o ao gel P. guajava L. 200 mg/mL - SyL de aplicacéo;
conforme esperado, 0 extrato mais concentrado teve maior inibicdo frente a S.
aureus. O gel ndo apresentou halo de inibigcdo para S. aureus, provavelmente pela
baixa concentracdo dos principios ativos na formulag&o. Pela técnica em “templates”
foram obtidos resultados muito significativos p<0,001 para os extratos glicolicos e
dados néo significativos p>0,05 para o gel de Psidium guajava L.

E finalmente, na técnica de diluicdo em tubos, somente o extrato glicélico 500
ML/mL apresentou auséncia de turvagédo nos tubos de ensaio contendo S. aureus,

indicando inibigdo do crescimento desta bactéria.
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Devemos levar em consideracdo as diferentes técnicas utilizadas, para
algumas divergéncias de resultados (VALGAS et al., 2007).

Apesar de Sato et al. (2000) confirmarem a atividade antifingica de extratos
aquosos e metandlicos de P. guajava L., os resultados pela técnica de microdiluicdo
(ELISA) mostraram que o extrato glicélico e o gel de P. guajava L. nas diluicbes do
experimento ndo inibiram o crescimento de C. albicans. O solvente do extrato
apresentou 23,43% de inibicdo, resultado decorrente da presenca de propilenoglicol
e alcool que tem também acgdo antimicrobiana. Essa néo inibicdo do crescimento de
C. albicans foi observada na técnica de difusdo em placas (“templates”), pela
auséncia do halo de inibicdo e na técnica de macrodiluicdo (diluicdo em tubos), pela
turvacdo do meio.

Através dos resultados de todos os ensaios tém-se a indicacdo de que
provavelmente ocorreu influéncia da formulagéo e da técnica antimicrobiana.

Valgas et al. (2007) compararam algumas das técnicas e concluiram que o
método de difusdo variante pogo foi mais sensivel do que a variante disco.

Outro trabalho, de Ostrosky et al. (2008) também confirma que o método de

microdiluicdo é mais sensivel que as outras técnicas.
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7 CONCLUSOES

- As caracteristicas morfoanatbmicas de Psidium guajava L. foram
concordantes, por vezes, com as encontradas na literatura. Os resultados
encontrados neste trabalho facilitam o controle de qualidade da matéria-prima
vegetal desidratada ou mesmo pulverizada.

- Véarios métodos s&o utilizados para a determinagcdo da atividade
antimicrobiana, porém o método da microdiluicdo (ELISA) apresentou melhor
sensibilidade e economia, pois requer quantidade minima de reagentes. Possibilitou,
juntamente com outros testes, verificar que o gel de Psidium guajava L. apresentou
inibicdo de crescimento de E. coli, com 200 mg/mL e apresentou inibicdo do
crescimento de P. aeruginosa, S. aureus na diluicdo de 200 mg/mL e 500 mg/mL,
porém ndo apresentou atividade antifangica. O extrato glicélico de Psidium guajava
L., por sua vez, tanto em 200 yL/mL como em 500 uL/mL apresentou atividade
antimicrobiana para E. coli. Referente a P. aeruginosa e S. aureus, o extrato (500
pML/mL) apresentou atividade, porém nao apresentou atividade antifungica na duas
diluicbes ensaiadas.

O teste de estabilidade acelerada do gel de Psidium guajava L. mostrou
estabilidade dos teores de flavondides e de taninos, que sdo constituintes
importantes para a a¢ao anti-inflamatoria e cicatrizante.

No teste de cicatrizacdo das lesdes, em analise macroscopica do gel e do
extrato glicédlico de Psidium guajava L. foi verificada cicatrizacdo, porém néo houve
diferenca significativa quando comparado com a solucgéo fisioldgica. No entanto, em
andlise microscopica (histolégica) das lesdes, foram observadas diferencas
qualitativas, evidéncias de fibroplasia e proliferacéo vascular, caracteristicas de fase
granulatéria, nos grupos tratados com extrato glicolico e gel de Psidium guajava L. a
partir de 72 horas, o que nao foi observado nos demais grupos. Verifica-se, desta
maneira, a eficicia do gel de extrato glicolico de Psidium guajava L. na cicatrizagdo
de feridas cutdneas em ratos; sendo uma possivel opcdo de medicamento para

pacientes que dependam do Sistema Unico de Satde (SUS).



100

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS




101

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. ABLA, L.E.F.; ISHIZUKA M.M.A. Fisiopatologia das feridas. In: FERREIRA, L.M.;
CARRAMASH)I, F.R.; BONAMICHI, G.T.; CAMARGO, C.P.; TUMA Jr., P. Manual de
cirurgia plastica. Sdo Paulo: Atheneu, 1995. p.5-11.

2. ABREU, P.R.; ALMEIDA, M.C.; BERNARDO, R.M.; BERNARDO, L.C.; BRITO,
L.C.; GARCIA, E.A.; FONSECA, A.S.; BERNARDO-FILHO, M. Guava extract
(Psidium guajava) alters the labelling of blood constituents with technetium-99m.
Journal of Zhejiang University, Science, B, v.7, n.6, p.429-435, 2006.

3. ALl, M.A;; SHAMSUZZAMAN, M.; RAHMAN, M.H.; HOQUE, M.M. In vitro
determination of minimum inhibitory and bactericidal concentration of the extracts of
the bark of Psidium guajava for antibacterial activity. Journal of Scientific & Industrial
Research, v.32, n.1, p.115-123, 1997.

4. ALMEIDA, C.E.; KARNIKOWSKI, M.G.O.; FOLETO, R.; BALDISSEROTTO, B.
Analysis of antidiarrhoeic effect of plants used in popular medicine. Revista de Saude
Publica, v.29, n.6, p.428-433, 1995.

5. ALMEIDA, K.C.; BARBOSA, T.R.; SILVA, N.R.; JACQUES, D.S.; FREIRE, R.B.
Efeito citotoxico do infuso aquoso de Psidium guajava L. (Myrtaceae). Revista
Brasileira de Farmécia, v.87, n.2, p.60-62, 2006.

6. AMORIM, E.; MATIAS, J.E.F.; COELHO, J.C.U.; CAMPOS, A.C.L.; STAHLKE Jr.,
H.J.; TIMI, J.R.R.; ROCHA, L.C.A.; MOREIRA, AT.R.; RISPOLI, D.Z.; FERREIRA,
L.M. Efeito do uso topico do extrato aquoso de Orbignya phalerata (babagu) na
cicatrizacdo de feridas cutédneas: estudo controlado em ratos. Acta Cirdrgica
Brasileira, v.21, supl.2, p.67-76, 2006.

7. ASSOCIACAO NACIONAL DE FARMACEUTICOS MAGISTRAIS. Fitoterapia
magistral: um guia pratico para a manipulacdo de fitoterapicos. S&o Paulo:
ANFARMAG, 2005. 194p.

8. AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA. Guia de estabilidade de
produtos cosméticos. Brasilia: ANVISA, 2004. v.1, 52p.



102

9. ARIMA, H.; DANNO, G. Isolation of antimicrobial compounds from guava (Psidium
guajava L.) and their structural elucidation. Bioscience, Biotechnology, and
Biochemistry, v.66, n.8, p.1727-1730, 2002.

10. BABY, A.R.; HAROUTIOUNIAN-FILHO, C.A.; SARRUF, F.D.; TAVANTE Jr.,
C.R.; PINTO, C.A.S.O.; ZAGUE, V.; AREAS, E.P.G.; KANEKO, T.M.; VELASCO,
M.V.R. Estabilidade e estudo de penetragdo cuténea in vitro da rutina veiculada em
uma emulsdo cosmética através de um modelo de biomembrana alternativo. Revista
Brasileira de Ciéncias Farmacéuticas, v.44, n.2, p.233-248, 2008.

11. BERLYN, G.P.; MIKSCHE, J.P. Botanical microtechnique and cytochemistry.
Ames: lowa State University Press, 1976. p.121, 276.

12. BLANES, L. Tratamento de feridas. In: BAP BAPTISTA. Cirurgia vascular.
Feridas. 2004. Disponivel em: <http://www.bapbaptista.com/feridas_leila.pdf>.
Acesso em: 15 jun. 2008.

13. CARVALHO, AAT., SAMPAIO, M.C.C.; SAMPAIO, F.C.; MELO, A.F.M;
SOUZA, I.A.; HIGINO, J.S. Estudos toxicolégicos do extrato hidroalcoolico de
Psidium guajava Linn/ Toxicological studies of the hidroalcoholic extract of Psidium
guajava Linn. Revista Brasileira Ciéncias da Saude, v.6, n.1, p.43-50, 2002.

14. CHAH, K.F.; EZE, C.A.; EMUELOSI, C.E.; ESIMONE C.O. Antibacterial and
wound healing properties of methanolic extracts of some Nigerian medicinal plants.
Journal of Ethnopharmacology, v.104, n.1/2, p.164-167, 2006.

15. DECCACHE, D.S. Formulacdo dermocosmeética contendo DMAE glicolato e
filtros solares: desenvolvimento de metodologia analitica, estudo de estabilidade e
ensaio de biometria cutanea. Rio de Janeiro, 2006. 152p. Dissertagéo de Mestrado -
Faculdade de Farméacia - Universidade Federal do Rio de Janeiro.

16. DEENI, Y.Y.; SADIQ, N.M. Antimicrobial properties and phytochemical
constituents of the leaves of African mistletoe (Tapinanthus dodoneifolius (DC)
Danser) (Loranthaceae): an ethnomedicinal plant of Hausaland, Northern Nigeria.
Journal of Ethnopharmacology, v.83, n.3, p.235-240, 2002.



103

17. DEGUCHI, Y.; OSADA, K.; UCHIDA, K.; KIMURA, H.; YOSHIKAWA, M.; KUDO,
T.; YASUI, H.; WATANUKI, M. Effects of extract of guava leaves on the development
of diabetes in the db/db mouse and on the postprandial blood glucose of human
subjects. Nippon Nogei Kagaku Kaishi, v.72, n.8, p.923-931, 1998.

18. DEO, A.; SHASTRI, N.V. Purification and characterization of polygalacturonase
inibitory proteins from Psidium guajava Linn. (guava) fruit. Plant Science, v.164, n.2,
p.147-156, 2003.

19. DOMINGOS DA SILVA, J.; LUZ, A.LR.; SILVA, M.H.L.; ANDRADE, E.H.A;
ZOGHBI, M.G.B.; MAIA, J.G.S. Essential oils of the leaves and stems of four Psidium
spp. Flavour and Fragrance Journal, v.18, n.3, p.240-243, 2003.

20. DUARTE, M.R.; PAULA, F.M. Morfodiagnose de Psidium guajava L. Myrtaceae.
Visdo Académica, v.6, n.2, p.53-60, 2005.

21. EL-BADRAWY, E.E.Y. Hypoglycemic effect of the glycan isolated from guava fruit
(Psidium guajava). VDLUFA-Schriftenreihe, v.52, p.203-206, 1999.

22. ELOFF, J.N. A sensitive and quick microplate method to determine the minimal
inhibitory concentration of plant extracts for bacteria. Planta Medica, v.64, p.711-713,
1998.

23. ESMERINO, L.A.; PEREIRA, AV., ADAMOWICZ, T.; BORGES, D.M;
TALACIMON, E.A.; SCHELESKY, M.E. Método microbiolégico para determinagcédo da
poténcia de antimicrobianos. Publicatio UEPG. Ciéncias Bioldgicas e da Saulde,
v.10, n.1, p.53-60, 2004.

24. FAHN, A. Plant anatomy. 4.ed. Oxford, New York: Pergamon Press, 1990. p.225-
229.

25. FARMACOPEIA dos Estados Unidos do Brasil. Sdo Paulo: Nacional, 1926.
p.385-387, 893-895.

26. FARMACOPEIA BRASILEIRA. 4.ed. S&o Paulo: Atheneu, 2002. p.198.



104

27. FOSTER, A.S. Practical plant anatomy. 2.ed. Princeton: D. Van Nostrand, 1949.
218p.

38. FRANCO, D.; GONCALVES, L.F. Feridas cutaneas: a escolha do curativo
adequado. Revista do Colégio Brasileiro de Cirurgides, v.35, n.3, p.203-206, 2008.

29. FURLAN, C.; SALATINO, A. Flavonodides de variedades comgrciais de Psidium
guajava. In: CONGRESSO LATINO AMERICANO DE BOTANICA, 9, Santo
Domingo, 2006. Libro de resumes. Santo Domingo, 2006. p.547.

30. GARROS, I.C.; CAMPOS, A.C.L.; TAMBARA, E.M.; TENORIO, S.B.; TORRES,
0.J.M.; AGULHAM, M.A.; ARAUJO, A.C.F.; SANTIS-ISOLAN, P.M.B.; OLIVEIRA,
R.M.; ARRUDA, E.C.M. Extrato de Passiflora edulis na cicatrizagcdo de feridas
cutdneas abertas em ratos: estudo morfolégico e histolégico. Acta Cirdrgica
Brasileira, v.21, supl.3, p.55-65, 2006.

31. GNAN, S.0O.; DEMELLO, M.T. Inhibition of Staphylococcus aureus by aqueous
Goiaba extracts. Journal of Ethnopharmacology, v.68, n.1/3, p.103-108, 1999.

32. GONCALVES, J.L.; LOPES, R.C.; OLIVEIRA, D.B.; COSTA, S.S.; MIRANDA,
M.M.; ROMANOS M.T.; SANTOS, N.S.; WIGG, M.D. In vitro anti-rotavirus activity of
some medicinal plants used in Brasil against diarrhea. Journal of
Ethnopharmacology, v.99, n.3, p.403-707, 2005.

33. GONCALVES, F.A.; ANDRADE NETO, M.; BEZERRA, J.N.S.; MACRAE, A,
SOUSA, 0.V.; FONTELES-FILHO, A.A.; VIEIRA, R.H.S.F. Avaliacdo da atividade
antibacteriana de extrato de folhas de goiabeira, Psidium guajava Linnaeus, sobre
bactérias entéricas diarreiogénicas, isoladas de camarao sete-barbas, Xiphopenaeus
kroyei (Heller). Revista do Instituto de Medicina Tropical de S&o Paulo, v.50, n.1,
p.11-15, 2008.

34. GUTIERREZ, R.M.P.; MITCHELL, S.; SOLIS, R.V. Psidium guajava: a review of
its traditional uses, phytochemistry and pharmacology. Journal of
Ethnopharmacology, v.117, p.1-27, 2008.



105

35. INSTITUTO BRASILEIRO DO MEIO AMBIENTE E DOS RECURSOS
NATURAIS RENOVAVEIS (IBAMA). Flora. Plantas medicinais. Disponivel em:
<www.ibama.gov.br/flora/plantas_medicinais.htm>. Acesso em: 4 fev. 2008.

36. ISHIHARA, T.; ISHIHARA, T.; OKUDA, T. Inhibitors for biosynthesis of lipid
peroxides. JP Pat. 11075770, 9 set 1999. 7p.

37. JAIARJ, P.; KHOOHASWAN, P.; WONGKRAJANG, T.; PEUNGVICHA, P.;
SURIYAWONG, P.; SARAYA, M.L., RUANGSOMBOON, O. Anticough and
antimicrobial activites of Psidium guajava Linn. leaf extract. Journal of
Ethnopharmacology, v.67, n.2, p.203-212, 1999.

38. JIMENEZ-ESCRIG, A.; RINCON, M.; PULIDO, R.; SAURA-CALIXTO, F. Guava
fruit (Psidium guajava L.) as a new source of antioxidant dietary fiber. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, v.49, n.11, p.5489-5493, 2001.

39. JOHANSEN, D.A. Plant microtechnique. New York: McGraw-Hill Book, 1940.
p.41, 193. (McGraw-Hill publications in the botanical sciences).

40. KARAMAN, 1.; SAHIN, F.; GULLUCE, M.; OGUTCU, H.; SENGUL, M,
ADIGUZEL, A. Antimicrobial activity of aqueous and methanol extracts of Juniperus
oxycedrus L. Journal of Ethnopharmacology, v.85, p.231-235, 2003.

41. KAVIMANI, S.; KARPAGAM, R.l; JAYKAR, B. Anti-inflammatory activity of
volatile oil of Psidium guajava. Indian Journal of Pharmaceutical Sciences, v.59, n.3,
p.142-144, 1997.

42. LEONG, L.P.; SHUI, G. An investigation of antioxidant capacity of fruits in
Singapore markets. Food Chemistry, v.76, n.1, p.69-75, 2002.

43. LOZOYA, X.; REYES-MORALES, H.; CHAVES-SOTO, M.A.; MARTINEZ-
GARCIA, M.D.E.L.C.; SOTO-GONZALES, Y.; DOUBOVA, S.V. Intestinal anti-
spasmodic effect of a phytodrug of Psidium guajava folia in the treatment of acute
diarrheic disease. Journal of Ethnopharmacology, v.83, n.1/2, p.19-24, 2002.



106

44. LUIZE, P.S.; TIUMAN, T.S.; MORELLO, L.G.; MAZA, P.K.; UEDA-NAKAMURA,
T.; DIAS FILHO, B.P.; GARCIA CORTEZ, D.A.; MELLO, J.C.P.; NAKAMURA, C.V.
Efeito de extratos de plantas medicinais no crescimento de Leishmania (L.)
amazonensis e Trypanosoma cruzi. Revista Brasileira de Ciéncias Farmacéuticas,
v.41, n.1, p.85-94, 2005.

45, LUXIMON-RAMMA, A.; BAHORUN, T.; CROZIER, A. Antioxidant actions and
phenolic and vitamin C contents of common Mauritian exotic fruits. Journal of the
Science of Food and Agriculture, v.83, n.5, p.496-502, 2003.

46. MAHBOUBI, M.; HAGHI, G. Antimicrobial activity and chemical composition of
Mentha pulegium L. essential oil. Journal of Ethnopharmacology, v.119, v.325-327,
2008.

47. MAKINO, T.; AIYAMA, R.; DEGUCHI, Y.; WATANUKI, M.; NAKAZAWA, M.
MIZUKOSHI, H.; NAGAOKA, M.; HARADA, K.; OSADA, K. Polyphenols from guava
as a-amylase inhibitors and use in diet food and drinks. WO Pat. 0066714, 9 marc.
2001. 24p.

48. MANDELBAUM, S.H.; DI SANTIS, E.P.; MANDELBAUM, M.H.S.A. Cicatrizacao:
conceitos atuais e recursos auxiliares - Parte Il. Anais Brasileiro de Dermatologia,
V.78, n.5, p.525-542, 2003.

49. MANTOVANI, J.R.; CORREA, M.C.M.;: CRUZ, M.C.P.: FERREIRA, M.E.;
NATALE, W. Uso fertilizante de residuo da industria processadora de goiabas.
Revista Brasileira de Fruticultura, v.26, n.2, p.339-342, 2004.

50. MARUYAMA, M.; MURAKQOSHI, T.; OTA, H. Dentifrices containing plant extracts
and basic peptides. JP Pat. 0196756, 13 dez. 2004, 10p.

51. MASUDA, T.; INABA, Y., MAEKAWA, T.; TAKEDA, Y.; YAMAGUCHI, H,;
NAKAMOTO, K.; KUNINAGA, H.; NISHIZATO, S.; NONAKA, A. Simple detection
method of powerful antiradical compounds in the raw extract of plants and its
application for the identification of antiradical plant constituents. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, v.51, n.7, p.1831-1838, 2003.



107

52. MATSUURA, K.; HIRATA, Y.; SAWADA, |.; IMAI, S.; FUKAYA, Y.; SAKURAGI,
T.; ITO, H. Lipase inhibitors containing pharmaceutical natural products. JP Pat.
226274, 21 ago. 2001. 3p.

53. METCALFE, C.R.; CHALK, L. Anatomy of the dicotyledons: leaves, stem, and
wood in relation to taxonomy with notes on economic uses. Oxford: Clarendon Press,
1950. v.1, p.620-631.

54. MICHALANY, J. Técnica histologica em anatomia patologica: com instrucdes
para cirurgido, enfermeira e citotécnico. 3.ed. Sdo Paulo: Michalany, 1998. 295p.

55. MILTERSTEINER, A.; MILTERSTEINER, D.; PEREIRA FILHO, N.; FROTA, A.R;
ELY, P.B.; ZETTLER, C.G.; MARRONI, C.A.; MARRONI, N.P. Uso de quercetina a
longo prazo em ratos cirréticos. Acta Cirurgica Brasileira, v.18, n.3, p.232-237, 2003.

56. MIRANDA, L.T.G.S. Uso da tintura de Arnica em feridas cutdneas abertas em
ratos. S&o Paulo, 2001. 38p. Dissertagdo de Mestrado — Escola Paulista de Medicina
— Universidade Federal de Sao Paulo.

57. NATALE, W.; PRADO, R.M. Fertiirrigagdo em goiabeira. In: BOARETTO, A.E.;
VILLAS BOAS, R.L.; SOUZA, W.F.; VIDAL, |.R., orgs. Fertirrigacdo: teoria e pratica.
Piracicaba: CENA/USP, 2006. v.1, p.494-535.

58. OSTROSKY, E.A.; MIZUMOTO, M.K.; LIMA, M.E.L.; KANEKO, T.M.;
NISHIKAWA, S.0.; FREITAS, B.R. Métodos para avaliacdo da atividade
antimicrobiana e determinacdo da concentracdo minima ibitéria (CMI) de plantas
medicinais. Revista Brasileira de Farmacognosia, v.18, n.2, p.301-307, 2008.

59. PINTO, T.J.A.; KANEKO, T.M.; OHARA, M.T. Controle biolégico de qualidade de
produtos farmacéuticos, correlatos e cosméticos. 2.ed. Sdo Paulo: Atheneu, 2003.
325p.

60. PINO, J.A.; AGUERO, J.; MARBOT, R.; FUENTES, V. Leaf oil of Psidium
guajava L. from Cuba. Journal of Essential Oil Research, v.13, n.1, p.61-62, 2001.



108

61. PIO CORREA, M. Dicionario das plantas Uteis do Brasil e das exéticas
cultivadas. Rio de Janeiro: Ministério da Agricultura, Instituto Brasileiro de
desenvolvimento Florestal, 1984. v.3, p.429-432.

62. PRISTA, L.N.; ALVES, A.C.; MORGADO, R. Técnica farmacéutica e farmacia
galénica. 3.ed. Lisboa: Fundagédo Calouste Gulbenkian, 1990. v.2, p.458-483.

63. QADAN, F.; THEWAINI, AJ.; ALI, D.A.; AFIFI, R.; EIKHAWAD, A.; MATALKA,
K.Z. The antimicrobial activities of Psidium guajava and Juglans regia leaf extracts to
acne-developing organisms. American Journal of Chinese Medicine, v.33, n.2, p.197-
204, 2005.

64. QIAN, H.; NIHORIMBERE, V. Antioxidant power of phytochemicals from Psidium
guajava leaf. Journal of Zhejiang University, Science, v.5, n.6, p.676-683, 2004.

65. RIVERA-ARCE, E.; GATTUSO, M.; LOZOYA, X. Anatomical identity parameters
of the crude drug Psidii guajavae folium. Pharmaceutical Biology, v.41, n.7, p.516-
521, 2003.

66. ROESER, K.R. Die Nadel der Schwarzkiefer-Massenprodukt und Kunstwerk der
Natur. Mikrokosmos, v.61, p.33-36, 1962.

67. ROY, C.K.; KAMATH, J.V.; ASAD, M. Hepatoprotective activity of Psidium
guajava Linn. Leaf extract. Indian Journal of Experimental Biology, v.44, n.4, p.305-
311, 2006.

68. SALIX, C.E.E.; RODRIGUEZ, F.J.M. Tintuta de hojas de Psidium guajava L. em
pacientes com diarrea aguda simple. Revista Cubana de Plantas Medicinales, v.9,
n.3, p.1-4, 2004. Disponivel em:
<http://www.sovergs.com.br/conbravet2008/anais/cd/resumos/R1168-1.pdf>. Acesso
em:16 set. 2007.

69. SANCHES, N.R.; GARCIA CORTEZ, C.D.A.; SCHIAVINI, M.S.; NAKAMURA,
C.V.; DIAS FILHO, B.P. An evaluation of antibacterial activities of Psidium guajava L.
Brazilian Archives of Biology and Technology, v.48, n.3, p.429-436, 2005.



109

70. SANTOS, S.C.; COSTA, W.F.; RIBEIRO, J.P.; GUIMARAES, D.O.; FERRI, P.H.;
FERREIRA, H.D.; SERAPHIN, J.C. Tannin composition of barbatimdo species.
Fitoterapia, v.73, p.292-299, 2002.

71. SATO, J.; GOTO, K.; NANJO, F.; KAWAI, S.; MURATA, K. Antifungal activity of
plant extracts against Arthrinium sacchari and Chaetomium funicola. Journal of
Bioscience and Bioengineering, v.90, n.4, p.442-446, 2000.

72. SCHOLZ, E. Pflanzliche gerbstoffe: pharmakologie und toxikologie. Deutsche
Apotheker Zeitung, v.134, n.34, p.3167-3179, 1994.

73. SCHIRATO, G.V.; MONTEIRO, F.M.F.; SILVA, F.O.; LIMA FILHO, J.L.; LEAO,
A.M.A.C.; PORTO, A.L.F. O polissacarideo do Anacardium occidentale L. na fase
inflamatéria do processo cicatricial de lesbes cutédneas. Ciéncia Rural, v.36, n.1,
p.149-154, 2006.

74. SILVA, R.R.; OLIVEIRA, T.T.; NAGEM, T.J.;: LEAO, M.A. Efeito de falvonoéides no
metabolismo do &cido araquidénico. Medicina (Ribeirdo Preto), v.35, p.127-133,
2002.

75. SIMOES, C.M.; SCHENKEL, E.P.; GOSMANN, G.; MELLO, J.C.P.; MENTZ, L.A;
PETROVICK, P.R., ogs. Farmacognosia da planta ao medicamento. 6.ed.
Floriandpolis: UFSC, Porto Alegre: UFRGS, 2007. 1102p.

76. SOUZA JUNIOR, E.E.; DUARTE, J.B.; CHAVES, L.J. Estabilidade fenotipica em
goiabeira (Psidium guajava L.) com énfase em peso de fruto, precocidade e periodo
de colheita. Pesquisa Agropecuaria Tropical, v.32, n.2, p.97-103, 2002.

77. TACHAKITTIRUNGROAD, S.; OKONOGI, S.; CHOWWANAPOONPOHN, S.
Study on antioxidant activity of certain plants in Thailand: mechanism of antioxidant
action of guava leaf extract. Food Chemistry, v.103, p.381-388, 2007.

78. TANTAWY, M.E. Morpho-anatomical study on certain taxa of Myrtaceae. Asian
Journal of Plant Sciences, v.3, n.3, p.274-285, 2004.

79. TEWTRAKUL, S.; MIYASHIRO, H.; NAKAMURA, N.; HATTORI, M.
KAWAHATA, T.; OTAKE, T.; YOSHINAGA, T.; FUJIWARA, T.; SUPAVITA, T,
YUENYONGSAWAD, S.; RATTANASUWON, P.; DEJ-ADISAI, S. HIV-1 integrase



110

inhibitory substances from Coleus parvifolius, Toyama. Phytotherapy Research, v.17,
n.3, p.232-239, 2003.

80. TEIXEIRA, R.O.; CAMPAROTO, M.L.; MANTOVANI, M.S.; VICENTINI, V.E.P.
Assessment of two medicinal plants, Psidium guajava L. and Achilea millefolium L.,
in vitro and in vivo assays. Genetics and Molecular Biology, v.26, n.4, p.551-555,
2003.

81. UNITED States Pharmacopoeia. 30.ed. Rochville: United States Pharmacopeial
Convention, 2007. v.1, p.79-97.

82. TONA, L. Antiamoebic and phytochemical screening of some Congolese
medicinal plants. Journal of Ethnopharmacology, v.61, n.1, p.57-65, 1998.

83. TROPICOS. Missouri Botanical Garden. Psidium guajava L. Disponivel em:
<http://www.Trépicos.org/name/22101794>. Acesso em: 12 ago. 2008.

84. WAGNER, H.; BLADT, S. Plant drug analysis: a thin layer chromatography atlas.
2.ed. Berlin: Springer, 1996. 384p.

85. WEI, L.; LI, Z.; CHEN, B. Clinical study on treatment of infantile rotaviral enteritis
with Psidium guajava L. Zhongguo Zhong xi yi jie he za zhi Zhongguo Zhongxiyi jiehe
zazhi, v.20, n.12, p.893-895, 2000.

86. WU, J.-W.; HSIEH, C.-L.; WANG, H.-Y.; CHEN, H.-Y. Inhibitory effects of guava
(Psidium guajava L.) leaf extracts and its active compounds on the glycation process
of protein. Food Chemistry, v.113, p.78-84, 2009.

87. VALGAS, C.; SOUZA, S.M.; SMANIA, E.F.A.; SMANIA Jr., A. Screening methods
to determine antibacterial activity of natural products. Brazilian Journal of
Microbiology, v.38, p.369-380, 2007.

88. VELASCO-DE-PAULA, M.V.R.: RIBEIRO, M.E. Guia didatico de férmulas
cosméticas e cosmecéuticas. 4.ed. Sao Paulo: Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade de S&o Paulo, 2001. 68p.



111

89. VIEIRA, R.H.; RODRIGUES, D.P.; GONCALVES, F.A.; MENEZES, F.G,
ARAGAQOQ, J.S.; SOUSA, 0.V. Microbicidal effect of medicinal plant extracts (Psidium
guajava Linn. And Carica papaya Linn.) upon bactéria isolated from fish muscle and
known to induce diarrhea in children. Revista do Instituto de Medicina Tropical de
Séo Paulo, v.43, n.3, p.145-148, 2001.

90. YAMANOBE, Y.; HATTORI, F.; SHIMOMURA, K. Extracts from Uncaria gambier,
Psidium guajava, and Filipendula as lipase inhibitors. JP Pat. 103741, 11 abr. 2000.
3p.

91. ZHANG, W.J.; CHEN, B.T.; WANG, C.Y.; ZHU, Q.H.; MO, Z.X. Mechanism of
quercetin as an antidiarrheal agent. Diyi Junyi Daxue Xuebao, v.23, n.10, p.1029-
1031, 20083.



112

ANEXO A




113

UNIVERSIDADE DE SAC PAULO

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Comisso de Etica em Experimentacdo Animal

Oficio CEEA/FCF n® 187 /2008

S&o Paulo, 15 de juthc de 2008.

limo{a) Sr{a).
Marise Kiyoko Hasegawa Okamoto
Orientadora: Profa. Elfriede Marianne Bacchi
% ‘FBF. ——— i r—— e e e A et e e e

Prezado(a) Senhor(a),

A Comissao de Etica em Experimentacio Animal da FCF/USP,
em reunido realizada em 14 de julho de 2008, APROVOU o projeto “Estudo da
atividade cicatrizante e estabilidade do gel de Psidium guajava L.” (Protocolo CEEA
n° 187), apresentado por Vossa Senhoria.

A CEEA sugere, no entanto, a utilizagdo de analgésico pos-

operatorio.

Atenciosamente,
/

A
g ]
*’:7/ S 7

=AY/
Profa. Dra. Lzéia Ferreira Gomes
Presidénte da CEEA



114

ANEXO B




Latin American Journal of Pharmacy
N~/ (formerly Acta Farmacéutica Bonaerense)

Lat. Am. J. Pharm. 28 (4): 599-603 (2009)

Shert communication

Received: Feruary 25, 2009
Accepted: March 31, 2009

Morfoanatomia de folhas de Psidium guajava L. (Myrtaceae)

Marise K.H. OKAMOTO *, Edna T.M. KATO * & Elfriede M. BACCHI

Depto. de Farmdcia, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sdo Paulo,
Caixa Postal 68083, CEP 05315-970, Sdo Paulo, SP, Brasil

RESUMO. Psidium guajava L. é um arbusto perene, nativo da América tropical, cujas folhas sdo usadas
na medicina tradicional latino-americana como antimicrobiane, antidiarreice, e auxiliar ne tratamento de
diabetes. As caracterizacdes morfoanatémica e histogufimica das folhas, realizadas neste trabalho, contri-
buem no controle de qualidade da matéria-prima vegetal desidratada, inteira ou em pé, empregada em
formulagdes farmactuticas. Os principais caracteres diagnésticos utilizades para a sua identificaciio neste
trabalho foram: venaciio, tipo de tricomas, ntinero de camadas de células epidérmicas, tipe de mesofilo e
localizac8o/tipo de cristais de oxalate de cdlcio. A andlise morfoanatémica mostra-se um método rapido
para o conirole de qualidade de drogas vegetais usadas na terapéutica.

SUMMARY. “Morphoanatomic aspects of Psidium guajava L. (Myrtaceae) leaves.” Psidium guajava L. is a
perennial shrub, native of tropical America used in Latin American traditional medicine as antimicrobial, an-
tidiarrheic, and in the treatment of diabetes. The morphoanatomical characteristics and histochemistry of the
crude drug, whole or powdered, used in pharmaceutical formulations were presented. The main diagnostic char-
acters for the identification of its leaves in the present paper were: venation, trichomes type, number of layers of
epidermal cells, mesophyll type and location/type of crystals of calcium oxalate. The morphoanatomical analysis

has been proven to be a rapid method for quality control of the crude drug used for medicinal purposes.

INTRODUCAO

A familia Myrtaceae compreende cerca de
100 géneros e 3.500 espécies arbdreas e arbusti-
vas, distribuidas principalmente nas regiGes tro-
picais e subtropicais 1. Consta sua ocorréncia no
sul do México, na provincia de Buenos Aires
(Argentina) e nos arquipélagos do Pacifico
(Ilhas Galapagos e Ravillagigedo) 2.

Psidinm € um dos géneros que se destaca na
familia por seus frutos cosmetiveis e usos na
medicina tradicional 23, sendo encontrados em
3 centros de diversidade: (2) no oeste da India,
Cuba e Espanha; (b) sul do Brasil e Paraguai;
(c) norte da América do Sul (Peru, Venezuela e
Guianas) 2,

Psidium guajava é conhecida no Brasil co-
mo goiaba, guayabo, guayabo blanco, aracd,

aracd felpudo, dijamboé; na Coldmbia, Costa Ri-
ca, Honduras e Repiblica Dominicana como
guayaba; em Cuba como guayaba, guayabo,
guayaba cotorrera, guayaba del Peru; em El Sal-
vador como guayaba(o); em Guatemala como
guayaba, Cak, Ch’amxuy, coloc, Pata, Posh; no
México como guayaba colorada, guayaba china,
guayaba de venado, guayaba peruana, guayaba
perulera; na Nicardgua como guayaba, guayaba
de gusano; no Panamid como guayabo agrio,
guayaba, guayaba nulu, purijo 4. Tem seus fru-
tos utilizados i natura ou na forma de sucos
concentrados e doces, razdo pela qual é extensi-
vamente cultivada no Brasil. Sua produgio, em
20006, atingiu cerca de 328.255 toneladas em
uma drea de 14.982 ha, sendo o Brasil assim,
considerado um dos principais produtores mun-

PALAVRAS-CHAVE: Histoquimica, Morfoanatomia, Myrtaceae, Planta medicinal, Psidium guajava L.
KEY WORDS: histochemistry, medicinal plant, morphoanatomy, Myrtaceae, Psidium guajava 1.
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diais de goiaba 5. A espécie é cultivada comer-
cialmente no estado de Sao Paulo, representan-
do 36% da producao nacional 5. Suas folhas sio
empregadas na medicina tradicional como anti-
diabético 6, antioxidante 7¢, antimicrobiano 10 e
antidiarréico 11

Os estudos fitoquimicos das folhas mostram
a predominincia de taninos (5,5%), flavondides
calculados como quercetina (1%) e dleo essen-
cial (0,2%, no minimo) 2. Os flavondides deri-
vados da quercetina encontrados na goiabeira 13
evidenciaram atividades marcantes na inibigiio
dos movimentos intestinais, diminuindo a per-
meabilidade capilar na cavidade abdominal 14,
Os taninos e os dleos voliteis sio responsdveis
principalmente pela eficicia como agentes anti-
inflamatdrios e antimicrobianos, efetivos no tra-
tamento da diarréia 8.

O aumento do consumo de fitoterdpicos ou
formulacoes contendo extratos vegetais mostra a
importincia do controle de qualidade de maté-
rias-primas vegetais para evitarem-se adultera-
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cdes que pedem ocasionar falta de eficdcia e se-
guranga de uso 5. Assim, o objetivo deste traba-
lho é a caracterizacio morfoanatémica e histo-
quimica de suas folhas desidratadas.

MATERIAIS E METODOS

As folhas de Psidium guajava L. foram cole-
tadas na pré-floracio na Chdcara Wadt, situada
na cidade de Valinhos — Sao Paulo, cujas coor-
denadas sdio 22° 58 14”7 S e 40° 59” 45" W e cuja
altitude € de 660 m. A exsicata foi identificada
por taxonomista e depositada sob registro
M.K.H. Okamoto 001 no herbario do Instituto
de Biociéncias da Universidade de Sdo Paulo.

As folhas plenamente desenvolvidas, a partir
do 4° nd, foram coletadas de trés individuos. No
estudo da morfologia e anatomia foram empre-
gadas 10 unidades de cada individuc.

Amostras de folhas foram fixadas em etanol
a 70% 16, O material foi seccionado a mio livre,
nos sentidos transversais e Jongitudinais na re-
giio do terco mediano inferior; e posteriormen-

Figura 1. Psidium gua-
Java L. A. arbusto. B.
Droga vegetal. €. Deta-
lhe da face abaxial,
com destaque aos trico-
mas tectores. D. Deta-
The da face adaxial. E.
Destaque aos pontos
transhicidos e 4 nervura
marginal (seta). F. De-
talhe da nervura media-
na e face abaxial reco-
berta por tricomas tec-
tores.

Escalas:

A=1m;

B=1cm;

C,D.E, F=03 cm.



A epiderme voltada para a face adaxial mos-
trou-se unisseriada, sendo observadas trés cama-
das subepidérmicas, algumas das quais conti-
nham drusas de oxalato de calcio (Fig. 2 C).

Em vista frontal do limbo, as células epidér-
micas apresentam paredes espessas, de contor-
no retilineo-poligonal (Fig. 2D). Nas folhas hi-
poestomdticas foram observados estématos en-
volvidos por 2 a 5 células (Fig. 2E).

A nervura mediana evidenciou-se bem de-
senvolvida, com feixe bicolateral, em arco aber-
to. Cavidades secretoras foram observadas prin-
cipalmente préximo a epiderme (Fig. 2F). O pa-
rénquima fundamental possui espacos intercelu-
lares do tipo meatos, idioblastos cristaliferos
(drusas, prismas, cristais romboédricos, peque-
nos cristais, areia cristalina), células com gotas
lipofilicas, compostos fendlicos. Grande nimero
de cristais de forma variada foi observado na re-
gido floemdtica (Fig. 2G, H).

Os tricomas tectores simples, unicelulares e
de diferentes tamanhos foram encontrados com
maior frequéncia na face abaxial (Fig. 2D).

DISCUSSAO

Nas andlises das folhas de Psidium guajava
L. foram confirmadas a presenga de tricomas
tectores simples e unicelulares, a nervura central
com feixe vascular bicolateral conforme a fami-
lia 20. A localizagao dos tricomas encontrados
apenas na face abaxial neste trabalho foi equi-
valente 4 da Farmacopéia Brasileira IV 12, porém
diferindo com a descricio de Duarte & Paula 21
que indica presenca destes em ambas as super-
ficies foliares. As cavidades secretoras encontra-
das nas proximidades da epiderme 2 foram adi-
cionalmente observadas afastadas da epiderme
neste trabalho, corroborando com os estudos da
Farmacopd&ia Brasileira IV 12; Duarte & Paula 2 e
Rivera-Arce, Gattuso & Lozoya 22

A regido subepidérmica aclorofilada nio foi
estudada sob o aspecto ontogenético por nés.
Essa mesma regido também foi denominada de
camada subepidérmica por Duarte & Paula 21,
enquanto Metcalfe & Chalk 2 denominaram-na
de hipoderme. A Farmacopéia Brasileira IV 12 ¢
Tantawy 23> denominaram essa regifio de epider-
me multisseriada, ndo mencionando o estudo de
ontogénese.

Segundo Fahn 24 folhas contendo parénqui-
ma paligddico em ambas as faces da epiderme &
denominada de isolateral ou isobilateral, en-
quanto a folha contendo parénquima pali¢ddico
apenas em uma das faces e parénguima espon-
joso em outra face, recebe a denominacio de

dorsiventral ou bifacial; assim nesta investigacio
foi verificada a presenga de um mesofilo dorsi-
ventral ou bifacial concordande com Farmaco-
péia Brasileira 1V 12, Tantawy 2, Duarte & Paula
21 e diferindo de Rivera-Arce ef gl. 22; Metcalfe &
Chalk 20 que denominaram-no de isolateral. Por
outro lade, a presenca de feixes vasculares bico-
laterais em arco aberto na nervura mediana en-
contrado neste trabatho confere com a descricido
relatada pela Farmacopéia Brasileira 1V 12, Met-
calfe & Chalk 20 distinguindo da forma “pratica-
mente de arco fechado” mencionada por Duarte
& Paula 21,

Foram observados estdbmatos paraciticos,
anomociticos e anisociticos em suas folhas con-
forme relatado por Rivera-Arce et al. 22, embora
Metcalfe & Chalk ¢ relatem a presenga de estd-
matos anomociticos e mais raramente 05 esto-
matos paraciticos em Myrtaceae; para P. gudja-
va L. esses mesmos autores descrevem estdma-
tos paraciticos, encontrados exclusivamente na
superficie abaxial, assim como Duarte & Paula
21, Nossos resultados diferem parcialmente da
Farmacopéia brasileira IV 12 ¢ Tantawy 2% que
verificaram apenas estématos anomociticos.

O peciolo apresentou colénquima angular
com vérias formas de cristais, feixe vascular em
arco aberto; inclusive a presenca de drusas,
prismas, cristais de oxalato de cilcio e areia cris-
talina ¢ uma caracteristica tanto nesta regiio
quanto na lamina foliar. Foram encontrados
muitos cristais na regiio floematica, assim como
as glindulas secretoras e compostos fendlicos.
Estes dados foram concordantes com a Farma-
copéia Brasileira 1V 12, Metcalfe & Chalk 2
Duarte & Paula e Rivera-Arce ef al. 22,

CONCLUSAO

As caracteristicas morfoanatdmicas de Psi-
dium guajava L. foram compativeis com as da
familia Myrtaceae e da espécie. Os resultados
encontrados neste trabalho facilitam o controle
de qualidade da matéria-prima vegetal desidra-
tada ou mesmo pulverizada.
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