UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM SAUDE E AMBIENTE

ESTUDO DE PADRONIZACAO DE EXTRATOS DE FOLHAS DA
CARAMBOLEIRA (Averrhoa carambola L.) NA PESQUISA E
DESENVOLVIMENTO DE MEDICAMENTOS ANTIMICROBIANOS

Erico Brito Val

Sao Luis
2014



ERICO BRITO VAL

ESTUDO DE PADRONIZAGAO DE EXTRATOS DE FOLHAS DA
CARAMBOLEIRA (Averrhoa carambola L.) NA PESQUISA E
DESENVOLVIMENTO DE MEDICAMENTOS ANTIMICROBIANOS

Dissertag@o apresentada ao Curso de Mestrado em Saude e
Ambiente da Universidade Federal do Maranhdo para
obtencdo do titulo de Mestre em Saude e Ambiente.

Orientadora: Profa. Dra. Denise Fernandes Coutinho
Moraes.

Sao Luis
2014



Val, Erico Brito.

Estudo de padronizagao de extratos de folhas da caramboleira
(Averrhoa carambola L.) na pesquisa e desenvolvimento de
medicamentos antimicrobianos / Erico Brito Val. _ S&o Luis, 2014.

56 f.

Orientador: Prof.2 Dr.2 Denise Fernandes Coutinho Moraes.

Dissertacao (Mestrado em Saude e Ambiente) — Universidade
Federal do Maranhé&o, 2014.

1. Caramboleira. 2. Averrhoa carambola L. 3. Farmacologia —
Analise. |. Titulo.

CDU 582.751.1:615.07




ERICO BRITO VAL

Dissertacdo apresentada ao Curso de
Mestrado em Saide e Ambiente da
Universidade Federal do Maranhdao para
obtencdo do titulo de Mestre em Sauide e
Ambiente.

Aprovada em: /]

BANCA EXAMINADORA

Profa. Dra. Denise Fernandes Coutinho Moraes (Orientadora)
Doutora em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos
Universidade Federal do Maranhao

Profa. Dra. Flavia Maria Mendonca do Amaral
Doutora em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos
Universidade Federal do Maranhao

Profa. Dra. Terezinha de Jesus Almeida Silva Rego
Doutora em Botanica
Universidade Federal do Maranhao

Prof. Dr. Neuton da Silva Souza
Doutor em Biotecnologia de Parasitos
Universidade Estadual do Maranhao



A Deus nosso Senhor, por me permitir
aqui estar e ser o eterno farol a iluminar o
caminho que passo.

Aos meus pais Maria José e Francisco
das Chagas por toda minha vida.

A minha esposa Helosine, companheira
que o tempo uniu e ndo ha de separar.

Ao meu amado filho Pedro, que tanto
doou de seu tempo com o pai.

Aos meus irmaos Clarissa e Ulysses por
acreditarem mais uma vez no cagula.

A toda a minha familia, extensdo de mim
sem a qual estaria incompleto.



AGRADECIMENTOS

A Pfr2 Dr2 Denise Fernandes Coutinho Moraes, pela paciéncia e seriedade
com que orientou-me no exercicio do presente trabalho.

A Pfr2 Dr? Flavia Maria Mendonga do Amaral, pelas grandes contribuicdes
desde o planejamento do estudo até sua conclusao.

A Ms. Mariana Oliveira Arruda pelo precioso auxilio nos testes de atividade
antimicrobiana.

Ao académico Télison Taylon Diniz Ferreira pelas valiosas contribui¢des,
sobretudo nos experimentos laboratoriais.

A farmacéutica Maria Cristiane Aranha Brito e & Ms. Luciana Patricia Lima
Alves, por seu tempo e dedicacao no laboratério e fora dele.

A Ms. Clarice Noleto Dias, & Ms. Ludmilla Santos Silva de Mesquita e aos
professores do Programa de Controle de Qualidade de Alimentos e Aguas da UFMA,
Esp. Paula Coelho Everton e Dr. Victor Elias Mouchrek Filho, pelo auxilio em
atividades de laboratorio.

Ao Ms. Rémulo Vieira Silva pela contribuicdo com os testes de atividade
antimicrobiana.

A Helosine Martins Moreira Lima Val, minha esposa, que me acompanhou
em varias atividades necessarias dentro e fora dos laboratérios.

A Dr? Ana Zélia Silva e & Dr? Terezinha de Jesus Almeida Silva Rego do
Herbario Atico Seabra da UFMA, pelas sugestdes e identificacdo botanica.

Aos professores, funcionarios e colegas da Pés-Graduagédo do Mestrado em
Saude e Ambiente que contribuiram para a execucao dessa dissertacao.

A todos que direta ou indiretamente colaboraram na elaboracao e execucao
de quaisquer das etapas deste trabalho.



" Embora ninguém possa voltar atras e
fazer um novo comeco, qualquer um pode
comecar agora e fazer um novo fim.”

Chico Xavier



RESUMO

A industria farmacéutica investe milhdes de dblares na pesquisa de novos farmacos
com acao antimicrobiana que possam ser empregados para o desenvolvimento de
novos medicamentos destacando-se aqueles oriundos de fontes naturais. A
producdo de medicamentos exige o cumprimento da garantia de parédmetros de
qualidade, seguranca e eficacia, sendo imprescindivel a avaliagdo de suas matérias-
primas. O género Averrhoa (Oxalidaceae) apresenta duas espécies de interesse
econdmico: A. bilimbi (limdo-de-caiena) e A. carambola (caramboleira). Sao plantas
cultivadas no Brasil e de provavel origem asiatica, ambas tém uso na industria
alimenticia, potencial farmacéutico e diversos usos tradicionais contra variadas
patologias. Esta dissertacdo foi dividida em duas partes. A primeira parte consiste de
revisdo da literatura abrangendo aspectos botanicos, econdémicos, quimicos,
farmacolégicos e de toxicicidade de A. carambola e A. bilimbi, onde se pode
observar que a maioria dos estudos sao sobre A. carambola, que tem mais de 170
compostos identificados e com predominancia de glicosideos fendlicos. Ambas as
plantas apresentam estudos farmacolégicos, com acbes antimicrobiana,
antioxidante, citotoxica, hipoglicémica, antitumoral comprovadas. A maioria dos
estudos se deu com extratos hidroalcoolicos e metandlicos, com alguns
relacionando atividade a compostos isolados. Ha ainda necessidade de mais
estudos sobre a composi¢cdo quimica dessas plantas, especialmente de A. bilimbi, e
de suas propriedades biologicas. Os dados contribuem para orientar futuros estudos
com essas espécies que representam fontes de farmacos para a industria
farmacéutica. Na segunda parte, foi realizada a a padronizacdo de extratos de A.
carambola L., a partir de ensaios quimicos e bioldgicos de atividade antimicrobiana,
visando contribuir com o desenvolvimento de medicamentos eficazes. A acao
antimicrobiana foi realizada frente a bactérias utilizando os métodos de microdiluigéo
e difusdo em 4gar, técnica do pogo. Amostra de folhas de A. carambola foi coletada
na regiao de Matdes no estado do Maranh&o. As folhas secas e moidas foram
submetidas a procedimentos para a obtengédo de extratos hidroalcodlicos a partir de
planejamento fatorial, tendo como variaveis: métodos extrativos (maceracao,
percolacao e aparelho de Soxhlet) e relagdes de hidromddulos (1:8, 1:12 e 1:16). Os
extratos foram avaliados quanto ao rendimento, constituintes quimicos qualitativa e
semi-quantitativamente, teor de polifendis totais, teor de flavondides e atividade
antimicrobiana contra S. aureus, E. coli, P. aeruginosa e K. pneumoniae. Os extratos
apresentaram diferengas na cor, variagdes quantitativas dos constituintes quimicos e
no teor de flavonoides e polifendis totais. Foi observado também diferencas na
atividade antimicrobiana dos extratos nos dois métodos testados. A andlise indicou
que o extrato de percolagdo 1:8 apresentou melhores resultados tanto na
composi¢ao quimica, quanto na agao biolégica, dessa forma confirmando que as
variaveis apreciadas influiram na composicdo dos extratos obtidos e
consequentemente nos resultados encontrados, sendo indicado o melhor método
para obtencao de extrato da referida espécie com atividade antimicrobiana..
Palavras-chave: Averrhoa carambola. Averrhoa bilimbi. Revisdo. Atividade
antimicrobiana. Padronizacao.



ABSTRACT

The pharmaceutical industry invests millions of dollars on research of new pharmacs
with antimicrobial activity, that can be used to develop new medicines, highlighting
the ones from natural sources. To produce any kind of medicine is important to
assure the quality, efectiveness and safe and in this process the raw material should
be analyzed. The genus Averrhoa (Oxalidaceae) has two species of economic
interest: A. bilimbi (cucumber tree) and A. carambola (starfruit). They are plants that
grown in Brazil and probable natives from Asia, both have usages in the food
industry, pharmaceutical potential and have many traditional uses against various
pathologies. This dissertation was divided in two parts. The first part consists of a
literature review covering botanical, economic, chemical, pharmacological and
toxicity aspects of A. carambola and A. bilimbi, where it was observed that the
majority of the studies is about A. carambola, which has over 170 compounds
identified, mainly phenolic glycosides. Both plants have pharmacological studies with
antimicrobial, antioxidant, cytotoxic, hypoglycemic, antitumor actions. Most studies
were performed with hydroalcoholic and methanolic extracts, with some activity
relating to isolated compounds. Further studies on chemical composition and
biological activities of these species are needed, especially A. bilimbi, and of their
biological properties. The data can support the future studies with these species. In
the second part we aimed to provide data for the standardization of extracts from A.
carambola L., from chemical and biological assays of antimicrobial activity, to
contribute to produce safe medicines. The antimicrobial activity was performed with
bacteria, using microdilution methods and difusion in agar well technique. Sample
leaves of A. carambola was collected in the region of Matées in Maranhao state. The
dried and powdered leaves were used to obtain hydroalcoholic extracts from factorial
design, with variables as different extractive methods (maceration, percolation and
Soxhlet apparatus) and hydromodules (1: 8, 1:12 and 1:16). The extracts were
evaluated, qualitatively and semi-quantitatively chemical constituents, total
polyphenol content, flavonoid content and antimicrobial activity against S. aureus, E.
coli; P. aeruginosa and K. pneumoniae. The extracts presented differences in color,
quantitative variations in the chemical constituents and content of flavonoids and
phenolic compounds. It was also observed differences in antimicrobial activity of the
extracts tested in the two methods. The extract obtained, by percolation and using
hydromodule ratio of 1: 8 showed the more expressive results for chemical
composition and biological activity, thereby confirming that the examined variables
influenced the composition of the extracts and consequently in the results. We have
showed the best methods for this species to get an extract with antimicrobial activity.

Keywords: Averrhoa carambola. Averrhoa bilimbi. Review. Antimicrobial activity.
Standardization.
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1 INTRODUCAO

Desde a antiguidade o homem ja possuia conhecimentos sobre variadas
propriedades das plantas, com destaque para as atividades medicinais. Esse
conhecimento vem sendo passado através de geracbes, formando um sistema
médico denominado tradicional (COUTINHO; TRAVASSOS; AMARAL, 2002). No
desenvolvimento de paises tropicais dois grandes fatores levam a perda de valioso
conhecimento tradicional sobre plantas medicinais: o desflorestamento,
especialmente de florestas tropicais que em geral abrigam grande diversidade de
espécies, e também a facilidade de aquisicao de medicamentos modernos. Assim ha
necessidade premente da coleta e registro de dados etnobotanicos, que podem
eventualmente redundar em fonte muito importante de farmacos para a industria
farmacéutica (ELLIOTT; BRIMACOMBE, 1987).

A etnoboténica vem apresentando boa evolucdo na descoberta de novos
produtos naturais bioativos, advindos principalmente do metabolismo secundario das
plantas. Alguns cuidados fundamentais que influem diretamente nos resultados
encontrados em pesquisas sao fatores do material coletado como a regido, época,
estagio de desenvolvimento, e a correta identificacdo, referente a necessidade de
preparagao de exsicatas e depodsito em herbério credenciado (MACIEL; PINTO;
VEIGA JR, 2002; SIMOES et al., 2007).

Praticamente todos os metabdlitos secundarios das plantas podem sofrer
variagbes em sua concentracao dependendo da época do ano. Outros fatores
relevantes nas concentracdes desses metabdlitos sdo a temperatura, disponibilidade
de 4gua, radiacao ultravioleta, nutrientes, altitude, poluicao atmosférica, inducéo por
estimulacdo mecénica ou por ataque de patégenos (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

Os metabdlitos secundarios sdo uma forma de resposta dos vegetais as
interacdbes com o meio ambiente, incapazes de se locomover as plantas tém na
sintese desses compostos vantagens em sua sobrevivéncia e perpetuacao. Fungcdes
dos metabdlitos secundarios incluem capacidade defensiva contra herbivoros,
atracdo de polinizadores (BOSQUEIRO, 1996), defesa contra patégenos, funcao
adaptativa contra diferentes estresses como irradiacdo UV e variacbes de
temperatura (DELBONE; LANDO, 2010).
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A comprovagdo de uma determinada atividade em uma planta permite
seleciona-la entre iniUmeras outras para analise quimica e farmacoldgica utilizando
abordagem cientifica (MATOS, 2007).

Considerando a problematica da resisténcia dos microorganismos aos
medicamentos antimicrobianos atualmente utilizados, a industria farmacéutica vem
investindo milhées de ddblares na busca de novos compostos, principalmente de
fontes naturais, que possam ser empregados na produgdo desses medicamentos
(SILVA, 2010). Antimicrobianos de ocorréncia natural podem ser utilizados também
na industria de alimentos, a propria percep¢ao do consumidor de risco no consumo
de compostos aditivos sintéticos, que incentiva a alimentacdo mais natural, gera
interesse no uso de produtos naturais com propriedades conservantes (SOFOS et
al., 1998).

O género Averrhoa (Oxalidaceae) € composto por cinco espécies (THE
PLANT LIST, 2010), porém apenas duas apresentam interesse econdmico e
potencial medicinal, apresentando estudos cientificos disponiveis: Averrhoa bilimbi
(limao-de-caiena) e Averrhoa carambola (caramboleira).

Figura 1: Folha, inflorescéncia, fruto e aparéncia de A. carambola. Fonte: (Selvam, 2007).
Disponivel em: http://www.fao.org/docrep/010/ai387e/AI387E05.htm. Acesso em: 10 set. 2014.
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Figura 2: Folha, inflorescéncia, flor, fruto e aparéncia de A. bilimbi. Fonte: (Selvam, 2007).
Disponivel em: http://www.fao.org/docrep/010/2i387e/AI387E05.htm. Acesso em: 10 set. 2014.

A caramboleira ndo tem origem bem determinada, sendo geralmente aceita
como da Indochina-Indonésia, e se alastrou por todo o mundo, com registro no
continente americano e no Brasil a partir do século 18. O interesse sobre A.
carambola nas Américas aumentou ap0s simpadsio internacional realizado na Guiana
em 1989, onde foi estabelecido um importante potencial de comercializagao para
esse vegetal (SAUCO; MENINI; TINDALL, 1993). Recentemente no Brasil A.
carambola passou a ser cultivada em todas as regiées, porém predominando no
Sudeste, e sendo o fruto objeto de exportagdo (BASTOS, 2004).

A espécie A. carambola esta na Ayurveda e na Siddha, sistemas medicinais
indianos com mais de 6.000 anos, nesses sistemas ha variadas indicagbes para
diferentes partes da planta, como febrifugo, antiescorbuitico, refrigerante,
adstringente, estomatico, anti-ictérico, laxante, anti-diarreico, entre outros
(QUATTROCCHI, 2012).

Algumas das principais classes de compostos do metabolismo secundario
presentes em A. carambola sao flavonoides, taninos, esteroides alcaloides,
antraquinonas, glicosideos e saponinas (VASCONCELOS et al., 2005, DAS, 2012).
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Destacam-se em A. carambola os compostos fendlicos, como flavonoides e taninos,
que parecem ser 0S maiores responsaveis por suas atividades biol6gicas
(MORESCO et al., 2012; VASCONCELOS et al., 2005).

O lim&o-de-caiena é provavelmente nativo das ilhas Molucas e ocorre em
varios paises asiaticos, tendo sido introduzido nas Américas, inclusive no Brasil, no
século XVIII (MORTON, 1987; ABREU; FIASCHI, 2013). A. bilimbi é planta pouco
cultivada porém de reconhecido potencial como alimento (RIBEIRO et al., 2010).

A espécie A. bilimbi também tem importante relevancia em sistemas
medicinais milenares indianos. Alguns usos tradicionais para diversas partes desse
vegetal sdo como  febrifugo, antiescorbutico, anti-diarreico, em hepatites e
hemorroidas internas (KIRTIKAR; BASU, 1918; KHARE, 2007; QUATTROCCHI,
2012).

Varias classes de compostos fitoquimicos estdo presentes em A. bilimbi,
como alcaloides, glicosideos, saponinas, taninos, esteroides e flavonoides (KARON
et al.,, 2011; SIDDIQUE et al., 2013).

Os estudos cientificos realizados com espécies vegetais empregadas na
medicina tradicional visam garantir a sua utilizacdo segura. Estas plantas podem
apresentar componentes nocivos que podem causar intoxicacbes agudas ou
cronicas, podendo levar a morte (NIKOLAOU et al., 2012). Os trabalhos de revisao
de espécies vegetais empregadas na préatica popular podem conduzir ao uso
racional de plantas, com total seguranca, pois possibilitam uma anélise mais
abrangente e facil das acdes farmacoldgicas e de toxicidade, assim possibilitando
uma orientagao eficaz quanto ao uso terapéutico de espécies vegetais.

Considerando o amplo uso tradicional, grande distribuicdo geografica
mundial e o interesse econdmico das espécies A. carambola e A. bilimbi, este
trabalho apresenta revisao bibliografica dessas plantas, organizando os dados das
pesquisas cientificas que estdo dispersos em publicagdes no mundo inteiro. Estes
resultados, obtidos nos artigos publicados em revistas indexadas em bases de
dados como Web of science, Chemical Abstract e Medline, além de teses e livros,
foram analisados e divididos nos itens: estudos botanicos, etnoboténicos, de
potencial econémico, fitoquimicos, farmacol6gicos, de interacdo droga-alimento e
toxicologicos.

Considerando todo o exposto o presente estudo se propde ainda a
padronizar extratos das folhas de Averrhoa carambola L., a partir de ensaios
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quimicos e bioldgicos, buscando contribuir no desenvolvimento de opgdes para o

combate de microorganismos potencialmente perigosos.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Realizar uma revisdao de literatura das principais espécies do género
Averrhoa e padronizar extratos de A. carambola L. para pesquisa e desenvolvimento
de medicamentos antimicrobianos.

2.2 Objetivos especificos

Organizar informacdes cientificas das espécies A. carambola e A. bilimbi,
como forma de fornecer subsidios para estudos futuros dessas espécies.

Avaliar a atividade antibacteriana de Averrhoa carambola, a partir de
extratos hidroalcodlicos provenientes de suas folhas.

Contribuir com a descoberta de produtos naturais que possam ser
empregados na producao de produtos antimicrobianos.

Quantificar os teores de compostos fendlicos presentes em extratos
hidroalcoodlicos de folhas de A. carambola obtidos por diferentes métodos extrativos
e relacoes de hidromaodulo.

Quantificar os teores de flavonoides presentes em extratos hidroalcodlicos
de folhas de A. carambola obtidos por diferentes métodos extrativos e relagdes de

hidromodulo.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Artigo submetido a Revista Cadernos de Pesquisa
Espécies do Género Averrhoa com importancia econdmica e medicinal: uma revisao
Species of the Averrhoa genus with economic and medicinal importance: a review
Especies del género Averrhoa con importancia econdmica y medicinal: una revision
Erico Brito Val', Denise Fernandes Coutinho Moraes?
' Aluno do Mestrado Sadde e Ambiente, Universidade Federal do Maranhio, Sdo Luis-MA,

Brasil  (e-mail para contato: ericobrito@hotmail.com)

2 Departamento de Farm4cia, Universidade Federal do Maranhao, Sdo Luis-MA, Brasil
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Resumo: O género Averrhoa (Oxalidaceae) apresenta duas espécies de interesse econdmico:
A. bilimbi L. (limdo-de-caiena) e A. carambola L. (caramboleira). Sao plantas cultivadas no
Brasil e de provavel origem asidtica, ambas tém uso na industria alimenticia, apresentando
potencial farmacéutico e diversos usos tradicionais contra variadas patologias. Esta revisdao
abrangeu aspectos botanicos, econdmicos, quimicos, farmacoldgicos e de toxicicidade de A.
carambola e A. bilimbi, obtidos a partir de consulta a bases de dados de periddicos, livros e
teses. A maioria dos estudos ja realizados sdo sobre A. carambola, que tem mais de 170
compostos identificados, com predominancia de glicosideos fendlicos. Ambas as plantas
apresentam estudos farmacoldgicos, com ac¢des antimicrobiana, antioxidante, citotdxica,
hipoglicémica, antitumoral comprovadas. A maioria dos estudos se deu com extratos
hidroalcéolicos e metanodlicos, com alguns relacionando atividade a compostos isolados. Ha
ainda necessidade de mais estudos sobre a composi¢do quimica dessas plantas, especialmente
de A. bilimbi, e de suas propriedades bioldgicas. Os dados contribuem para orientar futuros
estudos com essas espécies que representam fontes de fairmacos para a industria farmacéutica.
Palavras-chave: Averrhoa carambola. caramboleira. Averrhoa bilimbi. limao-de-caiena.

revisao.

Abstract: The genus Averrhoa (Oxalidaceae) has two species with economic value: A.
bilimbi (cucumber tree) and A. carambola (starfruit). They are plants that grow in Brazil and
probable natives from Asia, both species are used in the food industry, with pharmaceutical
potential and have many traditional uses against various pathologies. This review covered
botanical, economic, chemical, pharmacological and toxicity aspects of A. carambola and A.
bilimbi gotten by researching the database of journals, books and theses. The majority of the
studies is about A. carambola, which has over 170 compounds identified, mainly phenolic
glycosides. Both plants have pharmacological studies with antimicrobial, antioxidant,
cytotoxic, hypoglycemic, antitumor actions. Most studies were performed with
hydroalcoholic and methanolic extracts, with some activity relating to isolated compounds.
Further studies on chemical composition and biological activities of these species are needed,
especially A. bilimbi, and of their biological properties. This review can support the future
studies with these species.

Keywords: Averrhoa carambola. starfruit. Averrhoa bilimbi. cucumber tree. review.
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Resumen: El género Averrhoa (Oxalidaceae) tiene dos especies de interés econdmico: A.
bilimbi (vinagrillo) y A. carambola (carambola). Las plantas se cultivan en Brasil y son de
origen asidtico probable, ambos tienen su uso en la industria alimentaria, farmacéutica con
potencial y muchos usos tradicionales contra diversas patologias. Esta revisiéon cubrid
aspectos botdnico, econdmica, quimica, farmacoldgica y toxicidade de A. carambola y A.
bilimbi obtenida de consulta a la base de datos de revistas, libros y tesis. La mayoria de los
estudios anteriores se refierem a A. carambola, que cuenta con mas de 170 compuestos
identificados, con un predominio de los glucésidos fendlicos. Ambas plantas tienen estudios
farmacoldgicos con accién antimicrobiana, antioxidante, citotoxica, hipoglucemiantes,
antitumorales probadas. La mayoria de los estudios se produjeron con extractos
hidroalcohdlicos y metanol, con alguna actividad relacionada con compuestos aislados.
Todavia se necesitan mas estudios sobre la composicion quimica de estas plantas,
especialmente A. bilimbi, y sus propiedades bioldgicas. Los datos contribuyen para guiar
futuros estudios con estas especies que representan fuentes de drogas para la industria
farmacéutica.

Palabras clave: Averrhoa carambola. Averrhoa bilimbi. vinagrillo. revision.

1 INTRODUCAO

O género Averrhoa (Oxalidaceae) é composto por cinco espécies (THE PLANT
LIST, 2010), porém apenas duas apresentam interesse econdomico e potencial medicinal,
apresentando estudos cientificos disponiveis: Averrhoa bilimbi (limao-de-caiena) e Averrhoa
carambola (caramboleira). Sua importancia econdmica ocorre principalmente em funcdo de
seus frutos, que sdo amplamente empregados na alimentacdo humana (PAULL; DUARTE,
2012). As demais espécies do género sdo A. dolichocarpa, A. leucopetala e A. microphylla
(THE PLANT LIST, 2010).

A caramboleira € cultivada em vdrias regides tropicais e subtropicais do mundo
(CRANE, 2013). No Brasil, apresenta como dominios fitogeograficos a Caatinga, Amazonia,
Cerrado e Mata Atlantica, sendo encontrada nos estados do Acre, Alagoas, Pernambuco,
Piaui, Rio Grande do Norte, Goids e Santa Catarina (ABREU; FIASCHI, 2013). Conforme
manual da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria, o fruto desta espécie possui grande
potencial para processamento minimo, devido seu formato e caracteristicas fisioldgicas
adequadas. A tecnologia de processamento minimo consiste em alteracgdes fisicas de frutos

e/ou hortalicas como secagem e cortes. O corte transversal do fruto origina pedagos em
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formato de estrela que sdo apreciados in natura ou para fins diversos em culindria e decoracao
(TEIXEIRA, 2007).

O limao-de-caiena é provavelmente nativo das ilhas Molucas, sendo encontrado
na Indonésia, no Ceildo, Birmania, Zanzibar, Tailandia, Mal4sia, Singapura e India. No final
do século XVIII, foi introduzido na Jamaica e depois em Cuba, Porto Rico, Trinidad,
Venezuela, Colombia, Equador, Suriname, Guiana, Argentina, EUA e Brasil (MORTON,
1987). No Brasil, tem como dominios fitogeograficos o Cerrado e Mata Atlantica e pode ser
encontrado em Goids e em Santa Catarina (ABREU; FIASCHI, 2013). Ainda que pouco
cultivado € reconhecido que o fruto de A. bilimbi tem potencial como alimento (RIBEIRO et
al., 2010).

O uso tradicional de plantas para tratar doengas tem histérico tdo antigo quanto da
propria humanidade, esse uso popular como alternativa de tratamento estimula a pesquisa
cientifica multidisciplinar de espécies vegetais (MACIEL; PINTO; VEIGA JR, 2002). Estas
espécies podem representar fontes de fairmacos que podem ser empregados na producdo de
novos medicamentos, visando a cura de doencas (RISHTON, 2008). Além de possibilitarem o
isolamento de compostos ativos, as espécies vegetais ainda representam fontes de obtengdo de
fitoterdpicos que agem por acdo do fitocomplexo presente nos vegetais e representam uma
reducdo significativa no custo de desenvolvimento de um medicamento.

Os estudos realizados com espécies vegetais empregadas na medicina tradicional
visam garantir a sua utilizacdo segura. Estas plantas podem apresentar componentes nocivos
que podem causar intoxicacOes agudas ou cronicas, podendo levar a morte (NIKOLAOU et
al., 2012). Os trabalhos de revisao de espécies vegetais empregadas na pratica popular podem
conduzir ao uso racional de plantas, com total seguranca, pois possibilitam uma andlise mais
abrangente e facil das acdes farmacoldgicas e de toxicidade, assim possibilitando uma
orientacdo eficaz quanto ao uso terapéutico de espécies vegetais.

Considerando o amplo uso tradicional, grande distribuicdo geografica mundial e o
interesse econOmico das espécies A. carambola e A. bilimbi, o presente artigo apresenta
revisdo bibliografica dessas plantas, organizando os dados das pesquisas cientificas que estdao
dispersos em publicacdes no mundo inteiro. Estes resultados, obtidos nos artigos publicados
em revistas indexadas em bases de dados como web of science, chemical abstract e medline,
além de teses e livros, foram analisados e divididos nos itens: estudos botanicos,
etnobotanicos, de potencial econdmico, fitoquimicos, farmacoldgicos, de interacdo droga-

alimento e toxicoldgicos.
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2 ASPECTOS BOTANICOS
2.1 Averrhoa carambola

Apresenta como sinonimias cientificas Averrhoa acutangula Stokes, Sarcotheca
philippica (Villar) Hallier f. (THE PLANT LIST, 2010) e Averrhoa pentandra Blanco
(TROPICOS, 2014). Compreende uma &arvore de pequeno porte e densamente ramificada,
com folhas alternas, compostas, apresentando 4 a 10 foliolos sub-opostos, ovalados,
acuminados ou ovado-lanceolados, agudos, glabros e glaucos por baixo, com peciolo robusto.
O fruto é uma baga com formato eliptico ou oval, de coloragdo amarelo-esverdeada e com 5
gomos salientes, as sementes sdo marrons, alongadas, com um par em cada l6culo. O caule
tem casca cinza escura com pregas horizontais (KIRTIKAR; BASU, 1918). Suas flores se
dispdem em cachos sendo pequenas e de cor purpura, possuindo cinco pétalas e sépalas, e
dependendo da variedade as flores podem ter estilos longos ou curtos (PANIZZA, 1997,
CRANE, 2013).

Os foliolos tém organizacdo dorsiventral com células epidérmicas adaxiais
anticlinalmente alongadas, e na face inferior periclinamente alongadas. A epiderme tem
tricomas simples e unicelulares que s@o mais distribuidos na face abaxial, as células epiteliais
em vista frontal sao poligonais, delgadas e bem justapostas. O exocarpo do fruto tem células
com paredes poliédricas e justapostas, com poucos pelos presentes (JORGE et al., 2005).

A caramboleira é conhecida na India como khamrak, tamarak, karomonga; na
China, yang tao; na Indonésia, belimbing manis; no Japao go-ren-shi; na Maldsia, belimbing;
nas Filipinas, baimbing; na lingua inglesa, caramba, carambola, chinese gooseberry, star fruit;
na Espanha, carambola (SAUCO; MENINI; TINDALL, 1993; QUATTROCCHI, 2012); no
Brasil € chamada caramboleira, averroa, camerunga (PANIZZA, 1997).

2.2 Averrhoa bilimbi

Essa espécie tem como sinonimias cientificas Averrhoa abtusangulata Stokes
(TROPICOS, 2014) e Averrhoa obtusangula Stokes (THE PLANT LIST, 2010). Apresenta-se
como arvore de pequeno porte com tronco curto que se divide em uma série de ramos
verticais, as folhas sdo alternadas, imparipinadas, com 11 a 37 foliolos alternados ou
subopostos. O fruto € elipsoide, obovoide ou quase cilindrico, suculento, esverdeado e
amarelado quando maduro; apresentam sementes com arilo. As flores t€ém 5 pétalas sendo
amarelo-esverdeadas ou roxas com marcas escuras, emergem diretamente do caule ou dos
galhos em pequenas paniculas, com sépalas ovaladas, glabrescentes, bem mais curtas que as

pétalas. (KIRTIKAR; BASU, 1918; MORTON, 1987).
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A planta € conhecida na India como belimbi, bilibili, tok; na China, san lian; na
Indonésia, belimbing; na Tailandia, ta-ling-pling; nas Filipinas, baimbing; na lingua inglesa é
chamado bilimbi, cucumber tree, tree sorrel; em Cuba, grosella china; na Venezuela,
vinagrillo; na Guiana, birambi (MORTON, 1987; QUATTROCCHI, 2012). No Brasil é

chamada azedinha, bilimbi, bilimbim, biri-biri, limdo-de-caiena, limao japonés (LIM, 2012).

3 ETNOBOTANICA E ETNOFARMA COLOGIA
3.1 Averrhoa carambola

Esta planta faz parte dos sistemas medicinais indianos Ayurveda e Siddha, que
sdo milenares. Nesses sistemas, seus usos incluem o fruto como refrigerante, adstringente,
laxante, antipirético, antiflogistico, anti-inflamatério, antiescorbiitico, em coélicas hepéticas,
hematémese, melena, hemorroidas, doengas de pele, ictericia, doencas hepaticas e
queimaduras. Frutos e folhas para vOmitos e diarreias, folhas e brotos externamente em
varicela, micose, dor de cabeca, sarnas e catapora. Flores para matar vermes intestinais.
Raizes como antidoto no envenenamento, semente como galactagoga, emenagoga e abortiva
(KIRTIKAR; BASU, 1918; KHARE, 2007; QUATTROCCH]I, 2012). Em Bangladesh, o suco
do fruto € usado contra caspa (RAHMATULLAH et al., 2010), macerado de folhas, casca e
fruto para irregularidades menstruais (JAHAN et al., 2011). No Brasil, o cha de folhas ou
frutos € utilizado como antidiabético (TROJAN-RODRIGUES, 2012), e segundo Panizza
(1999), o suco do fruto associado com suco de laranja € refrescante intestinal e as folhas
frescas picadas sdo utilizadas na forma de cataplasma em afec¢des da pele e picadas de inseto.
3.2 Averrhoa bilimbi

O lim3o-de-caiena também estd na Ayurveda e na Siddha. O fruto é usado para
agitacdo febril, escoburto, doengas da pele, febres, diarreias, vomitos, hemorragias, cdlicas
biliosas, hepatites e hemorroidas internas. A seiva para febres, caule na peritonite. As folhas
para tratar espinhas, reumatismo, caxumba, pressao alta, cortes, coceiras, como antibidtico e
no poés-parto. As flores sao usadas contra tosses e aftas (KIRTIKAR; BASU, 1918; KHARE,
2007; QUATTROCCHI, 2012). Nao localizamos usos tradicionais no Brasil para fins

medicinais na literatura revisada.

4 POTENCIAL ECONOMICO
4.1 Averrhoa carambola
O fruto possui importante valor nutricional, apesar do baixo contetido proteico e

conteido caldérico de aproximadamente 35 calorias/100g. Apresenta teor de vitamina C
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comparavel ao da laranja. Suas variedades sdo divididas em dois grupos principais, os frutos
do tipo acido, com maior conteido de dcido oxdlico, e os do grupo adocicado ideais para
consumo a fresco (SAUCO; MENINI; TINDALL, 1993). Algumas variedades selecionadas
pelo cultivo sdo Arkin, B-10, Golden Star, Fwang Tung, Tean-ma e Maha, a maioria das
variedades € de origem asidtica (TEIXEIRA; et al., 2001). O fruto da caramboleira destaca-se
por sua utilizacio na culinéria, quando maduro é usado em sobremesas, bolos, saladas, sucos,
picles, ou pode ser processado em geléias, gelatinas, vinagre, bebidas fermentadas e nao-
fermentadas, a planta € também ornamental (SAIjCO; MENINI; TINDALL, 1993). O fruto é
considerado um importante produto agricola, e os maiores produtores comerciais estao
situados na Asia; em 1998, Taiwan foi o maior produtor mundial, a Guiana era o maior
produtor nas Américas, com cerca de 500.000 plantas, a Flérida nos EUA apresentava
producdo de 1,9 toneladas; no Brasil, em 1989, a drea plantada era de 300 hectares, sendo o
maior consumidor Sdo Paulo, com 2.000 toneladas em 1999 (TEIXEIRA, 2007).
4.2 Averrhoa bilimbi

O fruto possui relevante valor nutricional, apresentando também baixo conteudo
proteico, valor calorico de 27 calorias/100g, bom conteudo de vitamina C, sendo em geral
muito dcido para consumo a fresco devido teores elevados de 4cido oxdlico. O fruto pode ser
processado em doces e geléias e € comumente usado para preparo de picles, caril, molhos,
conservas, no preparo como suco semelhante a limonada, em sopas e ensopados, como um
substituto ao vinagre em molhos para salada e sopas, a planta ¢ também ornamental

(MORTON, 1987; RIBEIRO et al., 2010; LOVE; PAULL, 2011).

5 COMPOSICAO QUIMICA
5.1 Averrhoa carambola

Classes de compostos detectados nas folhas incluem flavonoides, taninos,
esteroides, alcaloides (VASCONCELOS et al., 2005). O fruto € rico em fibras dietéticas e
compostos fendlicos (CHAU; CHEN; LEE, 2004; SHUI; LEONG, 2004). Possui também
antocianidinas, carotenoides, proteinas (SINGH et al, 2012), taninos, flavonoides,
antraquinonas, alcaloides esteroides, glicosideos, saponinas (DAS, 2012). O caule possui
flavonoides, alcaloides, carboidratos, glicosideos, saponinas, esteroides (DAS et al., 2013) e
taninos (ESWARAIAH et al., 2013). Compostos identificados estao listados na tabela 1.
5.2 Averrhoa bilimbi

As folhas apresentam alcaloides, glicosideos, saponinas, taninos, esteroides e

acucares redutores (KARON et al., 2011). O fruto tem flavonoides, taninos, carboidratos,
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proteinas, taninos hidrolisdveis, principios amargos, Oleos essenciais, valepotriatos,
cumarinas, terpenos, antocianidinas e carotenoides (CHOWDHURY et al., 2012; SINGH et
al., 2012; PATIL; KOLI; PATIL, 2013). No caule, j4 foram identificados alcaloides,
saponinas e flavonoides (SIDDIQUE et al., 2013). Na tabela 2 consta os compostos presentes

nesta espécie.

6 ESTUDOS FARMACOLOGICOS

Os estudos farmacoldgicos dessas espécies estao descritos nas tabelas 3 e 4.
6.1 Averrhoa carambola

Alguns compostos isolados demonstraram atividade farmacolédgica. O flavonoide
apigenina-6-C-B-L-fucopiranosideo presente nas folhas apresentou efeito antihiperglicémico,
provavelmente aumentando a secrec@o de insulina e por efeito insulinomimético na sintese do
glicogénio (CAZAROLLI et al, 2009). As flavonas glicosidicas apigenina-6-C-3-
fucopiranosidio e apigenina-6-C-(2"-O-a-1-ramnopiranosil)-p-1-fucopiranosideo apresentaram
potencial atividade hipoglicémica por provdvel atividade secretagoga de insulina e
insulinomimética, com aumento do glicogénio muscular e hepdtico no tratamento agudo. A
apigenina-6-C-B-fucopiranosidio aumentou a captacdo de glicose agindo pelas vias de
sinalizacdo da insulina (CAZAROLLI et al., 2012). O 2-dodecil-6-metoxiciclohexa-2,5-
dieno-1,4-diona (DMDD) da raiz foi capaz de reduzir hiperglicemia, diminuir a expressao de
produtos finais de glicagdo avancada e a expressdo de proteinas relacionadas, sendo
possivelmente capaz de atenuar a progressao da nefropatia diabética (ZHENG et al., 2013).

As fracdes hexanica, acetato de etila e butandlica de extratos das folhas
demonstraram atividade anti-inflamatéria na diminui¢do de edema e na inibicao da atividade
da mieloperoxidase (MPO), o que indica inibicdo da migracio de leucdcitos
polimorfonucleares, o composto isolado carambolaflavona apresentou reducdo menor do
edema (CABRINI et al., 2011).

Boa atividade antioxidante das folhas foi atribuida principalmente ao alto teor de
compostos fenodlicos, (MORESCO et al., 2012), o que também foi evidenciado para o fruto
(SHUI; LEONG, 2006; SOUBIR, 2007; SINGH et al, 2012; DAS, 2012). O extrato etandlico
de folhas apresentou efeito radioprotetor contra dano oxidativo induzido por radia¢do gama,
provavelmente devido a atividade antioxidante (KUMAR et al., 2014). O fruto demonstrou
atividade sequestradora de 6xido nitrico, atribuida ao seu poder antioxidante, com inibi¢do da

proliferacdo de células de cancer de mama MCF-7 (JAYAKUMAR; KANTHIMATHI, 2011).
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Fracdes insoluveis ricas em fibras dos frutos apresentaram boa atividade
hipoglicemiante nos niveis de glicose sérica pds-prandial agindo na adsorcdo da glicose, na
difusdo de glicose dialisada, no retardo da digestdo do amido e diminuindo a atividade da a-
amilase (CHAU; CHEN; LIN, 2004). Fra¢des ricas em fibra insolivel em &4gua foram
eficientes na diminuicdo dos niveis séricos de triacilglicerol e colesterol total, € no aumento
dos niveis fecais de colesterol e de acidos biliares (CHAU; CHEN; WANG, 2004). As fibras
insoldveis apresentaram resultados positivos e significativos na reducdo do pH cecal, do nivel
de amonia cecal, da saida didria de amodnia fecal, e na reducdo das atividades de B-d-
glicosidase, B-d-glucuronidase, urease e mucinase nas fezes (CHAU; CHEN, 2005).

Virias bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e fungos foram inibidos por
extratos dos frutos e do caule da caramboleira, as principais técnicas utilizadas foram disco
difusdo e microdiluicdo, a atividade foi atribuida a fitoquimicos presentes como flavonoides,
alcaloides e saponinas (SRIPANIDKULCHALI et al., 2002; MIA et al., 2007; DAS, 2012;
DAS; AHMED, 2012a; DAS et al., 2013); as fibras insoltveis do fruto da carambola apds
micronizagdo tiveram aumento significativo das atividades inibitérias e bactericidas,
possivelmente pela maior exposi¢ao de taninos condensados (HSU; CHIEN; CHAU, 2007).

Extrato do fruto da carambola obtido de propor¢des iguais de éter de petrdleo,
acetato de etila e metanol, apresentou acdo analgésica central e periférica, os possiveis
mecanismos de acdo sdo agonismo dos receptores opioides e diminui¢do da formacdo de
prostaglandinas pelo antagonismo ou inibi¢do da ciclooxigenase (DAS; AHMED, 2012b).

6.2 Averrhoa bilimbi

O extrato etandlico das folhas apresentou efeito hipoglicémico e
hipotrigliceridémico, com aumento das concentragdes do HDL (PUSHPARAJ; TAN; TAN,
2000), e melhores resultados da fracdo aquosa em relagdo a fracdo butandlica (TAN; TAN;
PUSHPARAJ, 2005). Extrato etandlico das folhas apresentou atividade anticoagulante,
possivelmente devido aos elevados niveis de dcido oxdlico, removendo o ion célcio do sangue
e inibindo assim a polimerizacdo da fibrina (DAUD; HASHIM; SAMSULRIZAL, 2013).

O extrato metandlico das folhas apresentou atividade hepatoprotetora e
antioxidante dose-dependente, com inibicdo do aumento da peroxidacdo lipidica e do
decréscimo de proteina hepdtica induzidos por tetracloreto de carbono (NAGMOTI et al.
2010). O fruto apresentou boa atividade antioxidante, atribuida principalmente a compostos
fendlicos e flavonoides (SINGH et al, 2012; CHOWDHURY et al., 2012).

A espécie apresentou acdo contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas e

fungos, a partir de extratos das folhas, frutos e caule, sendo a principal técnica utilizada a
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disco difusao, com atividade de extratos hidrofébicos e hidrofilicos, assim relacionada a
compostos de diferentes polaridades e possivelmente a presenca de flavondides (ZAKARIA et
al. 2007; DAS et al.,, 2011; KARON et al., 2011; SUNDIS; BAHARUDDIN, 2012;
SIDDIQUE et al., 2013).
6.1 Ensaios clinicos

Um estudo analisou a eficacia da infusdo de folhas de A. carambola para controle
glicémico de pacientes com diabetes mellitus tipo 2. A populacdo, de 22 pacientes de bairro
da cidade de Lajeado no Rio de Janeiro, foi dividida igualmente em grupo que ingeriu o chd
por trés meses e controle que ndo utilizou do chd. Uma xicara com uma colher de sopa de
folhas picadas foi tomada antes do almoco e do jantar. O estudo ndo encontrou diferencas nos

niveis glicémicos e nem alteracdes na creatinina entre os grupos (RODRIGUES et al., 2010).

7 TOXICIDADE
7.1 Averrhoa carambola

Estudo com ratos, camundongos e cdes com extrato de folhas na maxima
dissoluc¢d@o de p6é e com o maior volume intragéstrico possivel ndo levou a nenhuma morte ou
sinal de toxicidade hepatica aguda (PROVASI et al, 2001).

Extratos das folhas em estudos in vitro e in vivo apresentaram efeito inotrépico
negativo potencialmente perigoso sobre a contratilidade e automaticidade cardiaca, de forma
dose-dependente, mecanismos e efeitos encontrados incluem: aboli¢do do fendmeno de
Bowditch e de diminuicdo da resposta inotropica de CaClz, com possivel bloqueio dos canais
de membrana Ca?* do tipo L (VASCONCELOS et al., 2005), vérios tipos de bloqueio 4trio-
ventricular de 1° a 3° graus (VASCONCELOS; ARAUJO; CONDE-GARCIA, 2006), menor
influxo de calcio pelos canais tipo-L sem modificar a cinética (VASCONCELOS et al., 2008).
Porém a avaliacdo da toxicidade aguda e subcronica de extrato hidroalcéolico de folhas
apresentou toxicidade relativamente baixa tanto aguda quanto subcronica. Os principais sinais
de toxicidade observados nas maiores doses agudas orais em camundongos foram taquicardia,
convulsdes e sedagdo, e pela via intraperitoneal foram agrupamento, contor¢des, taquicardia e
convulsdes. Em ratos ndo foram detectados sinais toxicos mesmo na dosagem mais alta aguda
via oral; nas maiores doses agudas intraperitoniais os sinais detectados foram piloerecao,
sedacdo, contor¢des e convulsdes, a dose letal média por via intraperitoneal em ratos foi de
1,49 g/kg, as demais doses letais médias ndo puderam ser detectadas (PESSOA et al., 2013).

Virias publicacOes relatam neurotoxicidade em humanos com o fruto,

especialmente em pacientes renais urémicos em didlise (NETO; ROBL; NETTO, 1998), e em
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pacientes com insuficiéncia renal cronica pré-dialiticos (TSAI et al., 2005). Sintomas comuns
incluem solugos intratdveis, vOmitos, perturbacdo da consciéncia, menor for¢ca muscular,
paresias, parestesias, insonia, e convulsdes podendo evoluir a estado epiléptico, coma e 6bito,
com fraca associacdo na quantidade ingerida (NETO et al., 2003). Nefropatia aguda por
oxalato pode ocorrer com a ingestdo de grandes quantidades de suco ou fruto, especialmente
na ingestdo de suco concentrado, com estdmago vazio ou em desidratacdo, por maior
disponibilidade de oxalato para acimulo renal (CHEN et al., 2001). Acredita-se que essa
nefropatia oxdlica ocorra pela obstru¢do de tubulos renais por cristais de oxalato de calcio e
devido morte de células epiteliais renais (FANG et al., 2008). A literatura evidencia ainda
pacientes com func¢do renal normal intoxicados pelo fruto da carambola, ou seu suco,
resultando em falha renal aguda e neurotoxicidade concomitantemente (NETO et al., 2009).
Recentemente foi possivel o isolamento do componente neurotoxico no fruto da carambola,
uma molécula semelhante a fenilalanina com dois radicais 4cido carboxilico, chamada
caramboxina (GARCIA-CAIRASCO et al., 2013).
7.2 Averrhoa bilimbi

Teste preliminar com o fruto em camundongos ndo resultou em sintomas de
toxicidade (AMBILI; SUBRAMONIAM; NAGARAIJAN, 2009). Teste de toxicidade aguda
em ratos Wistar com extrato metandlico do fruto revelou LD50 de Sg/kg (NAGMOTI et al.
2010). Estudo recente reportou casos de nefropatia oxdlica aguda apds ingestdo de suco do

fruto, semelhante ao que acontece com a caramboleira (BAKUL et al., 2013).

8 INTERACOES DROGA-ALIMENTO

O suco do fruto de Averrhoa carambola (caramboleira) foi capaz de inibir sete
isoformas do citocromo P450, ndo foi observada inibi¢do dependente do tempo, € 0 suco ndo
foi capaz de inibir a CPR (ZHANG et al., 2007). Os componentes inibitérios podem ser o
estereoisdmero de procianidina B1 e B2 e/ou o trimero de catequina e/ou epicatequina

(HOSOI et al., 2008).

9 CONCLUSAO

Os estudos ja conduzidos com as duas espécies do género Averrhoa com potencial
econdmico e vasto emprego na pratica popular mostram certa preocupacdo no uso
indiscriminado para fins alimenticios e medicinais destas plantas, visto que quanto a
toxicidade ambas as espécies possuem risco de ocasionar nefropatia oxdlica, devendo-se

evitar grande consumo de frutos e sucos. Além disso, o fruto de A. carambola possui
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importante componente neurotoxico sendo contraindicado a nefropatas em qualquer estagio
da doenga. A. carambola também pode interferir na farmacocinética de drogas pela inibicao
de enzimas do citocromo P450. Estes dados demonstram a importancia do conhecimento
gerado por uma revisdo de literatura, aos profissionais de sadde, principalmente médicos e
farmaceéuticos, que possibilitardo a orientagdo segura do uso de plantas medicinais.

Foi observada a existéncia de variedades quimicas de A. carambola, que € a
espécie mais estudada. Dentre os compostos isolados, os flavonoides ja tiverem acdes
comprovadas como antihiperglicémica e hipoglicémica. Quanto aos aspectos botinicos, ha
necessidade de estudos de microscopia de A. bilimbi. Ambas as espécies possuem importante
potencial econdmico e mercadoldgico para desenvolvimento de produtos farmacéuticos e

alimenticios, especialmente A. carambola.
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Classe Substéincia quimica Parte Referéncia(s)

Acidos Acido oxilico Folhas JOSEPH; MENDONCA, 1989

organicos Acido gélico Fruto SHUI; LEONG, 2004

Acidos graxos Acido hexadecanoico; dcido octadecanoico; 4cido tetradecanoico; acido octanoico Folhas FERREIRA, 2004

Aldeidos Acetato de vanilina Folhas TADROS; SLEEM, 2004

Benzendides Acido gentisico Folhas GRIFFITHS, 1959

Flavonoéides Crisantemina; cianina Flores GUNASEGARAN, 1992
Isoquercetina; rutina Flores TIWARI; MASOOD; MINOCHA, 1979
Epicatequina Fruto SHUI; LEONG, 2004

Flavonas C- Carambolaflavona Folha ARAHO, 2005; CAZAROLLI et al., 2009

glicosideo Isovitexina Folhas ARAHO, 2005
Apigenina-6-C-B-L-fucopiranosidio Folhas CAZAROLLI et al., 2009
Apigenina-6-C-(2"-O-a-1-ramnopiranosil)-p-1-fucopiranosideo Folhas CAZAROLLI et al., 2009
Apigenina-6-C-B-fucopiranosidio Folhas CAZAROLLI et al., 2012

Lignanas (+)-5'-metoxisolariciresinol 3a-O-f-D-glucopiranosideo Raiz WEN et al., 2012
(+)-isolariciresinol 3a-O-f-D-glucopirandsido Raiz WEN et al., 2012
(+)-lioniresinol 3a-0-f-D-glicopiranosideo Raiz WEN et al., 2012
(-)-lioniresinol 3a-O-f-D-glicopiranosideo Raiz WEN et al., 2012
(-)-5'-metoxisolariciresinol 3a-O-f-D-glicopiranosideo Raiz WEN et al., 2012
(-)-Isolariciresinol 3a-0O-f-D-glicopiranosideo Raiz WEN et al., 2012

Glicosideos 1,5-dihidroxi-6,7-dimetoxi-2-metilantraquinona 3-O-f-glicopiranosideo Caule RANGANAY AKI; SINGH; SINGH, 1980

fendlicos 3.4,5-trimetoxifenol-1-O-f-D-glicopiranosideo Raiz WEN et al., 2012
Benzil-1-O-f-D-glucopiranosideo Raiz WEN et al., 2012
Koaburaside Raiz WEN et al., 2012
3,5-dimetoxi-4-hidroxifenil-1-O-fapiofuranosil (1"—6 ')-O-f-D-glicopiranosideo Raiz WEN et al., 2012
3.,4,5-trimetoxifenil 1-O-f-apiofuranosil (1"—6 ")-B-glicopiranosideo Raiz WEN et al., 2012
Met6xi-hidroquinona-4-£-D-glicopiranosideo Raiz WEN et al., 2012
Acido (28)-2-0-f-D-glicopiranosil-2-hidroxifenilacético Raiz WEN et al., 2012
3-hidroxi-4-metoxifenol 1-O-f-D-apiofuranosil-(1"—6")-O-f-D-glicopiranosideo Raiz WEN et al., 2012
4-hidroxi-3-metoxifenol 1-O-f-D-apiofuranosil-(1"—6")-O-f-D-glicopiranosideo Raiz WEN et al., 2012

Quinonas 2-dodecil-6-metoxiciclohexa-2,5-dieno-1,4-diona Raiz ZHENG et al. 2013

Carboidratos Galactose, arabinose Folhas TADROS; SLEEM, 2004
Frutose, glicose Fruto SAIjCO; MENINI; TINDALL, 1993

Carotendides Fitoflueno; B-criptocromo; &-Caroteno; B-Caroteno;neurosporeno; mutatoxatina; luteina; Fruto GROSS; IKAN; ECKHARDT, 1983;
B-criptoxantina; B-criptoflavina; B-apo-8'-carotenol; B-apo-8'-carotenal; a-caroteno USDA, 2014

Heterociclos 5-hidroximetil-2-furfural Fruto JABBAR et al., 1995

Hidrocarbonetos Nor-pentacosano Folhas TADROS; SLEEM, 2004
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Tabela 1. Composi¢ao quimica de Averrhoa carambola L. (continuagao)

Classe Classe Parte Referéncia

Hidrocarbonetos Octadeceno; eicosano Folhas FERREIRA, 2004

Terpenos Lupeol Caule RANGANAY AKI; SINGH; SINGH, 1980
B-amyrin Folhas, caule TADROS; SLEEM, 2004

Esteroides [-sitosterol Caule, folhas RANGANAYAKI; SINGH; SINGH, 1980;

JABBAR, 1995; TADROS; SLEEM, 2004

Estigmasterol Caule, folnas TADROS; SLEEM, 2004

Minerais Sédio; potdssio Folhas VASCONCELOS et al., 2005
Cilcio; fésforo; magnésio; enxofre; cobre; manganés; ferro; zinco; potéssio; selénio Fruto TEIXEIRA; et al., 2001; USDA, 2014

Vitaminas Vitamina E; y-tocoferol Folhas FERREIRA, 2004

Tiamina; riboflavina; niacina; dcido pantoténico; vitamina B-6; folato; colina; vitamina Fruto
A; vitamina C

USDA, 2014

Compostos Acetato de butila; decanoato de etila; acido hexadecanoico; acetato de etila; dietoxietano; Fruto

volateis hexanal; butanoato de etila; etil-(E)-2-butenoato; (E)-2-hexenal; (Z)-3-hexenol; (Z)-2-
hexenol; hexanol; 5-metilhexanal; metil hexanoato; benzaldeido;propilbenzeno; furoato
de metila, 6-metil-5-hepteno-2-ona; hexanoato de etila; 4cido hexanoico; p-cimeno;
limoneno; y-terpineno; octanol; benzoato de metila; nonanal; octanoato de metila; (Z)-2-
decenal; benzoato de etila; butanodioato de dietila; terpineno-4-ol; a-terpineol; octanoato
de etila; benzotiazol; megastigma-4,6(E),8(Z)-trieno; acido 2-etoxibenzoico; acido
nonanoico; undecanal; decanoato de metila; dcido decanoico; 1,1-dietoxinonano; edulan
I; (E)-B-ionona; undecanoato de etila; dodecanoato de metila; guaiazuleno; acido
dodecanoico; tridecanol; &acido tridecanoico; tetradecanol; tridecanoato de etila;
pentadecanal; dcido tetradecanoico; hexadecanoato de metila; dcido (Z)-9-octadecenoico;
(E)-9-eicoseno; acetaldeido; 2-metil-1-propanol; 1-pentanol; 1-penteno-3-ol; 3-metil-2-
butanona; 3-metil-1-butanol; butirato de etila; cis-3-hexeno-1-ol; trans-3-hexeno-1-ol; a-
pineno; 6-metil-5-hepteno-2-ona; 6-metil-5-hepteno-2-ol; B-bineno; 1,8-cineol; &lcool
benzilico; acetofenona; sorbato de etila; dlcool feniletilico; veratrol; borneol; succinato
de dietilo; o-metilacetofenona; 4-terpineol; salicilato de metila; nicotinato de etila;
antranilato de metilo; carvona; feniletil acetato; dietilglutarato; aldeido cinamico;
quinolina; acetato de cinamilo; B-ionona

WILSON III et al., 1985; PINO; MARBOT;
AGUERO, 2000
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Classe Substéincia quimica Parte Referéncia(s)
Acidos Acido oxilico Fruto JOSEPH; MENDONCA, 1989
organicos Acido glico Fruto SINGH et al, 2012
Flavonoides Crisantemina Flores GUNASEGARAN, 1992

Miricetina;luteolina;apigenina Fruto MIEAN; MOHAMED, 2001
Miricetina;quercetina;luteolina Folhas MIEAN; MOHAMED, 2001
Vitaminas Vitamina C Fruto LIMA:; MELO; LIMA, 2001; SINGH et al,
2012
Tabela 3. Propriedades farmacolégicas de Averrhoa carambola L.
Acio farmacolégica Parte da planta Referéncia(s)
Analgésica central e periférica Fruto DAS; AHMED, 2012b
Anti-hiperglicemiante Folhas PROVASI et al., 2001;

Folhas (flavonoide isolado)

CAZAROLLI et al., 2009

Antihipertensor Fruto PADMAWINATA; HOYARANDA, 1980
Antimicrobiano Fruto (fibras micronizadas) HSU; CHIEN; CHAU, 2007
Fruto DAS, 2012; DAS; AHMED, 2012a
Caule SRIPANIDKULCHALI et al., 2002; MIA et al., 2007; DAS et al., 2013
Antiinflamatdria Folhas CABRINI et al., 2011
Caule SRIPANIDKULCHAI et al., 2002
Antioxidante Folhas FERREIRA, 2004; MORESCO et al., 2012
Fruto SHUI; LEONG, 2004; SHUI; LEONG, 2006; DAS, 2012; SINGH et al, 2012;
JAYAKUMAR; KANTHIMATHI, 2011
Caule DAS et al., 2013
Antitumoral (carcinoma hepatocelular humano HepG2) Folhas TADROS; SLEEM, 2004
Antitumoral (glioma humano U251) Caule TADROS; SLEEM, 2004
Citoprotetora contra tlcera Folhas GONCALVES, 2006
Citotoxica Folhas FERREIRA, 2004
Fruto DAS; AHMED, 2012a
Caule MIA et al., 2007; DAS et al., 2013
Excretora de sédio, cloreto e de potdssio Caule SRIPANIDKULCHAI et al., 2001
Hepatoprotetor Fruto AZEEM et al., 2010
Caule ESWARAIAH et al., 2013

Hipocolesterolemiante

Fruto (fibras)

CHAU; CHEN; WANG, 2004
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Tabela 3. Propriedades farmacolégicas de Averrhoa carambola L. (continuac¢io)

Acao farmacolégica Parte da planta

Acao farmacolégica

Hipoglicemiante Folhas PROVASI et al., 2005; FERREIRA et al. 2008; CAZAROLLI et al., 2012
Fruto (fibras) CHAU; CHEN; LIN, 2004

Hipotensor Folhas SONCINI et al., 2011

Inotrépico negativo Folhas VASCONCELOS et al., 2005

Radioprotetor Folhas KUMAR et al., 2014

Tabela 4. Propriedades farmacolédgicas de Averrhoa bilimbi L.

Acao farmacologica Parte da planta Acao farmacologica
Antiaterogénico Folhas PUSHPARAJ; TAN; TAN, 2000
Anticoagulante Folhas, fruto DAUD; HASHIM; SAMSULRIZAL, 2013
Antihipercolesterolémica Fruto AMBILI; SUBRAMONIAM; NAGARAJAN, 2009
Antimicrobiana Caule SIDDIQUE et al., 2013
Folhas ZAKARIA et al. 2007; KARON et al., 2011; DAS et al., 2011
Fruto NORHANA et al., 2009; DAS et al., 2011; SUNDIS; BAHARUDDIN, 2012
Antioxidante Fruto ABAS et al., 2006; SINGH et al, 2012; CHOWDHURY et al., 2012
Folhas NAGMOTI et al. 2010
Citotdxica Fruto DAS et al., 2011; CHOWDHURY et al., 2012
Folhas DAS etal., 2011; KARON et al., 2011
Hepatoprotetora Folhas NAGMOTI et al. 2010
Hipoglicémico Folhas PUSHPARAIJ; TAN; TAN, 2000; PUSHPARAJ; TAN; TAN, 2001; TAN; TAN;
PUSHPARAJ, 2005
Hipotrigliceridémico Folhas PUSHPARAIJ; TAN; TAN, 2000; TAN; TAN; PUSHPARAIJ, 2005
Pediculicida Fruto RASSAMI; SOONWERA, 2013
Trombolitica Caule SIDDIQUE et al., 2013




37

3.2 Artigo a ser submetido a Revista de Ciéncias da Sauide

ESTUDO DE PADRONIZACAO DE EXTRATOS DE Averrhoa carambola L. NA
PESQUISA E DESENVOLVIMENTO DE MEDICAMENTOS ANTIMICROBIANOS
STANDARDIZATION STUDY OF Averrhoa carambola L. EXTRACTS IN
ANTIMICROBIAL MEDICINES RESEARCH AND DEVELOPMENT

Erico Brito Val', Denise Fernandes Coutinho Moraes?

I Aluno do Mestrado Sadde e Ambiente, Universidade Federal do Maranhdo, Sdo Luis-MA,
Brasil  (e-mail para contato: ericobrito@hotmail.com)

2 Departamento de Farmécia, Universidade Federal do Maranhdo, Sao Luis-MA, Brasil



38

RESUMO

A industria farmacéutica investe milhdes de ddlares na pesquisa de novos farmacos com agao
antimicrobiana, que possam ser empregados para o desenvolvimento de novos medicamentos
destacando-se aqueles oriundos de fontes naturais. A produg¢do de qualquer medicamente
exige o cumprimento de garantia de pardmetros de qualidade, seguranca e eficdcia, sendo
imprescindivel a avaliacdo de suas matérias-primas. Esse trabalho se propde a fornecer dados
para a padronizacdo de extratos de Averrhoa carambola L. (Oxalidaceae), conhecida
popularmente como caramboleira, a partir de ensaios quimicos e bioldgicos de atividade
antimicrobiana, visando contribuir com o desenvolvimento de medicamentos eficazes. A acao
antimicrobiana foi realizada frente a bactérias utilizando os métodos de microdiluicdo e
difusdo em &gar, técnica do poco. Amostra de folhas de Averrhoa carambola foi coletada na
regido de Matdes no estado do Maranhdo. As folhas foram, em seguida, secas, moidas e
submetidas a obten¢do de extratos hidroalcoodlicos a partir de planejamento fatorial, tendo
como varidveis diferentes métodos extrativos (maceragdo, percolacdo e aparelho de Soxhlet) e
relacdes de hidromddulos (1:8, 1:12 e 1:16). Os extratos foram avaliados quanto ao
rendimento, andlise sensorial, constituintes quimicos qualitativa e semi-quantitativamente,
teor de polifendis totais, teor de flavonoides e atividade antimicrobiana contra S. aureus, E.
coli, P. aeruginosa e K. pneumoniae. Os extratos apresentaram diferencas na cor, variagdes
quantitativas dos constituintes quimicos e no teor de flavondides e polifendis totais. Foi
observado também diferencas na atividade antimicrobiana dos extratos nos dois métodos
testados. A andlise indicou que o extrato de percolacdao 1:8 apresentou melhores resultados
tanto na composi¢do quimica, quanto na agdo bioldgica, dessa forma confirmando que as
variaveis apreciadas influenciaram na composi¢ao dos extratos obtidos e, consequentemente,
na agdo bioldgica.

Palavras-chave: Averrhoa carambola, atividade antimicrobiana, padronizagao.
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ABSTRACT

The pharmaceutical industry invests millions of dollars on research of new pharmacs with
antimicrobial activity, that can be used to develop new medicines, highlighting the ones from
natural sources. To produce any kind of medicine is important to assure the quality,
effectiveness and safe and in this process the raw material should be analyzed. . This study
aims to provide data for the standardization of extracts from Averrhoa carambola L.
(Oxalidaceae), popularly known as star fruit, from chemical and biological assays of
antimicrobial activity to contribute to produce safe medicines. The antimicrobial activity was
performed with bacteria, using microdilution methods and diffusion in agar well technique.
Sample leaves of Averrhoa carambola was collected in the region of Matdes in Maranhao
state. The leaves were dried, powdered and used to obtain hydroalcoholic extracts from
factorial design with variables as different extractive methods (maceration, percolation and
Soxhlet apparatus) and hydromodules (1:8, 1:12 and 1:16) . The extracts were evaluated for,
qualitatively and semi-quantitatively chemical constituents, total polyphenol content,
flavonoid content and antimicrobial activity against S. aureus, E. coli, P. aeruginosa and K.
pneumoniae. The extracts presented differences in color, quantitative variations in the
chemical constituents and content of flavonoids and phenolic compounds. I, it was also
observed differences in antimicrobial activity of the extracts tested in the two methods. The
extract obtained, by percolation and using hydromodule ratio of percolation 1:8 showed the
more expressive results for chemical composition and biological activity, thereby confirming
that the examined variables influenced the composition of the extracts and consequently in the
results.

Keywords: Averrhoa carambola, antimicrobial activity, standardization
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1 INTRODUCAO

O uso de plantas para fins medicinais tem histérico tdo antigo quanto a prépria
humanidade, esses conhecimentos foram passados através de geracdes formando um sistema
médico denominado tradicional, e tem grande importincia na atualidade tanto para uso em
fitoterapia quanto para a descoberta de novos farmacos’. As propriedades farmacolégicas das
plantas tem relagdo direta com a presenca de metabolitos, principalmente secundarios,
biologicamente ativos em sua composi¢cio®2.

Considerando a problematica da resisténcia dos microorganismos aos medicamentos
atualmente utilizados, a induastria farmacéutica vem investindo milhdes de dolares anualmente
na busca de novos compostos, principalmente de fontes naturais, que possam ser empregados
na producio desses medicamentos®!.

O Brasil possui a maior biodiversidade entre todos os paises € uma grande diversidade
étnica e cultural relacionada a importante conhecimento tradicional em plantas medicinais e
seus usos. Isso constitui importante base para pesquisa e desenvolvimento em fitoterapia, o
que atualmente € reconhecido e também estimulado pelo Brasil por intermédio de politica
prépria, em cujas premissas inclui respeito aos principios de seguranca e eficdcia na saide
publica, e abrange desde o uso caseiro das plantas medicinais, até a manipulacdo farmacéutica
de medicamentos e a fabricagio e uso de medicamentos industrializados'.

A familia Oxalidaceae é dividida em sete gé€neros, entre eles o género Averrhoa com
duas espécies de destaque, Averrhoa carambola L. (caramboleira) e Averrhoa bilimbi L.
(limdo-de-caiena), sendo a caramboleira considerada a espécie mais importante'®. A
caramboleira apresenta distribuicdo ampla, podendo ser encontrada facilmente no Brasil,
tendo uso tradicional como estimulante do apetite, antiescorbuitica, antitérmica, em dietas para
emagrecimento e na diabetes!”. Estudos foram realizados a partir de suas folhas, comprovando

atividade hipoglicemiante®, antiiflamatéria®, antioxidante'?, além de pesquisas com caule e
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fruto que demonstraram atividade antimicrobiana contra diversas bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas™!!?* Estudos quimicos, ja realizados com diversas partes desta espécie,
demonstraram composi¢ao variada, destacando-se os compostos fendlicos, como flavonoides
e taninos, que parecem ser seu principio ativo mais significante!>%-

Considerando o exposto o presente estudo se propde a padronizar extratos das folhas de
Averrhoa carambola L., a partir de ensaios quimicos e bioldgicos, buscando contribuir no
desenvolvimento de opc¢des para o combate de microorganismos potencialmente perigosos.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Amostra

A amostra das folhas de Averrhoa carambola foi coletada manualmente em Matdes no
estado do Maranhdo, coordenadas geograficas de latitude sul 3°37'51" e longitude oeste
44°33'11", em abril de 2013, sendo secas em estufa sob temperatura constante de 40°C. Para
confirmacio da identificacio botanica foi depositada exsicata no herbério Atico Seabra da
UFMA, sob o nimero 1302. O material foi moido em moinho tipo faca, obtendo-se p6 grosso
(p6 inferior a 1,7 mm e superior a 355 um)’.

2.2 Obtencao dos extratos

Foram obtidos 9 extratos a partir de diferentes métodos de extracdo e relagcdes de
hidromédulo (droga:solvente). Como solvente foi utilizado dlcool 70% (Quimex). Os
métodos de extragdo foram maceragdo, percolacdo e aparelho de Soxhlet, cada um nos
hidromé6dulos 1:8, 1:12 e 1:16 (massa/volume). Cada extrato foi elaborado a partir de 40
gramas da droga seca e moida, respectivamente maceracdo 1:8 (M 1:8), maceracdo 1:12 (M
1:12), maceragdo 1:16 (M 1:16), percolagdo 1:8 (P 1:8), percolacdo 1:12 (P 1:12), percolacdo
1:16 (P 1:16), aparelho de Soxhlet 1:8 (S 1:8), aparelho de Soxhlet 1:12 (S 1:12), aparelho de
Soxhlet 1:16 (S 1:16). A maceragdo teve duracdo de 12 dias com agitac@o duas vezes ao dia, a

percolagdo 3 dias e o aparelho de Soxhlet 1 dia. Os extratos foram avaliados sensorialmente
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quanto a variacdes na coloragio e por determinacdo do rendimento’. Uma parte dos extratos
foi separado para as andlises quimicas e outra parte foi concentrada sob pressdo reduzida em
rotoevaporador para obtengao de residuos secos para os testes de atividade antimicrobiana.
2.3 Analises Quimicas
2.3.1 Avaliagdo qualitativa e semi-quantitativa dos constituintes quimicos

Os extratos hidroalcodlicos de Averrhoa carambola foram submetidos a métodos de
avaliacdo qualitativos e semi-quantitativos dos constituintes quimicos conforme Matos'®
(2009), e os resultados expressos como fortemente positivo (+++), moderamente positivo
(++), fracamente positivo (+), traco (s) e negativo (-).
2.3.2 Determinacdo dos polifendis totais

Para os testes foi utilizado reagente de Folin-Ciocalteau e NaxCOs a 20%, e a leitura
executada com espectrofotdometro UV-Vis a 760 nm. Como padrao foi utilizado acido galico
(Merck®) e os resultados expressos em porcentagem (%)**.
2.3.3 Determinacdo dos flavonoides

Os testes foram realizados pelo método colorimétrico com solu¢ao metandlica de AlCl3,
e a leitura executada com espectrofotdmetro UV-Vis a 425 nm. Como padrao foi utilizada
Quercitina (Merck®) e os resultados expressos em porcentagem (%)>*.
2.4 Andlise Estatistica

Os teores de compostos fendlicos foram analisados com ANOVA, seguidos do Tukey
ou Kruskal Wallis, seguido do Newman-Keuls, onde a normalidade foi testada com o Shapiro
Wilk e os valores de p<0,05 foram considerados significantes. Todos os dados foram
analisados pelo Programa Stata versdo 12.0.
2.5 Avaliacao da atividade antimicrobiana

Aproximadamente 375 mg de cada extrato seco foram ressuspensos com

dimetilsulféxido (DMSO) a 1%, para a concentracdo final de 125 mg/mL. Cada um dos
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extratos preparados para teste foi filtrado com membrana filtrante de 0,22 um (Millipore) e
mantido em recipiente estéril sob temperatura aproximada de 4°C.

Foram utilizadas quatro cepas bacterianas, uma Gram-positiva e trés Gram-negativas:
Staphylococos aureus (ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 25922), Klebsiella
pneumoniae (ATCC 10031) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853). O crescimento e
manutencdo das bactérias se deu em dgar MacConkey (Difco) para as Gram-negativas e dgar
Mueller-Hinton para a Gram-positiva. Para os testes foram utilizadas suspensdes bacterianas
em soro fisiolégico estéril com turbidez correspondente a 0,5 na escala de McFarland'*.

2.5.1 Difusao em agar pela técnica do poco

Em uma placa de Petri contendo dgar Mueller-Hinton (Difco) com 4 mm de espessura,
foram perfurados po¢os com 6 mm de didmetro. Em seguida a suspensdo bacteriana foi
espalhada sobre a superficie com swab estéril. Em cada pogo foi depositado 40uL dos
extratos a 125 mg/mL. Como controle negativo foi utilizado 40 uL de DMSO a 1%. Como
controle positivo foi utilizado disco de 6 mm com antimicrobiano, penicilina para
Staphylococos aureus, tetraciclina para Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e
Pseudomonas aeruginosa. As placas permaneceram incubadas por 24h em estufa
bacteriologica (Biopar) a 36°C = 1°C, apds esse periodo, o didmetro dos halos de inibi¢do
foram medidos com régua milimetrada'®>. Os testes foram feitos em duplicata e o resultado
determinado pela média do diametro dos halos.

2.5.2 Determinacao da Concentracao Inibitéoria Minima (CIM) por Microdiluicio

O meio de cultura utilizado foi caldo Mueller-Hinton (Difco). Os extratos em DMSO
(subitem 2.4) foram diluidos para concentragdo inicial de 25 mg/mL. Dilui¢des em série na
propor¢ao 1:2 foram executadas para obtencao de extratos em concentragdo variando de 25
mg/mL a até aproximadamente 0,8 mg/mL. Como controle positivo foi utilizado

ciprofloxacino (5 mg/mL), DMSO foi utilizado como controle negativo. Cada um dos 96
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pocos continha 0,1 mL de cada diluicdo. Em seguida foi adicionado 1 pL de um tnico tipo de
bactéria (108 UFC/mL) em todos os pogos. As microplacas foram entdo incubadas por 24h em
estufa bacteriologica a 36°C £ 1°C>. Ap6s esse periodo foi adicionado resazurina em cada um
dos pogos, e nova incubag@o em estufa bacterioldgica por pelo menos 1h, para avaliacdo da
atividade antimicrobiana e determinag¢ao da CIM, onde a mudanga de cor de azulado para
rosado indicou crescimento bacteriano, € a permanéncia do azul a inibicdo desse
crescimento!®. Os testes foram feitos em duplicata, a menor concentraciio capaz de inibir o
crescimento foi considerado como a CIM.
2.6 Padronizacao dos Extratos
Foi definido o melhor procedimento operacional padronizado de acordo com as

varidveis empregadas neste estudo. A defini¢do do extrato padronizado foi fundamentada nos
ensaios quimicos e bioldgicos.
RESULTADOS

Os extratos de maceracao e percolacdo apresentaram cor acastanhada visivelmente mais
intensa. O melhor rendimento foi do P 1:16 seguido nessa mesma ordem de M :16 e M 1:12

(tabela 1).

Tabela 1. Avaliag¢do do rendimento (%) de extratos hidroalcodlicos de folhas de Averrhoa carambola L.
obtidos em diferentes hidromddulos por maceracdo, percolacdo e aparelho de Soxhlet

EXTRATO HIDROALCOOLICO/RELACAO DE HIDROMODULO RENDIMENTO TOTAL (%)

M 1:8 4,19
M 1:12 5,99
M 1:16 6,38
P1:8 3,8

P1:12 5,73
P1:16 6,55
S 1:8 1,57
S1:12 1,05
S 1:16 1,40

Extratos hidroalcéolicos de folhas de Averrhoa carambola L. obtidos por diferentes métodos de extracdo e relacdes de
hidromédulo, respectivamente macerag¢@o no hidromédulo 1:8 (M 1:8), 1:12 (M 1:12), 1:16 (M 1:16), percola¢do no hidromédulo
1:8 (P 1:8), 1:12 (P 1:12), 1:16 (P 1:16), aparelho de Soxhlet no hidromédulo 1:8 (S 1:8), 1:12 (S 1:12), 1:16 (S 1:16).

Na avaliagdo dos constituintes quimicos de Averrhoa carambola foram detectados

compostos fendlicos, heterosideos cianogénicos, saponinas, taninos condensados, esterdides,
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triterpenos, flavonas, xantonas, catequinas e flavononas e ndo foram detectados alcal6ides,
cumarinas, taninos hidrolisaveis, antocianidinas, antocianinas, chalconas, flavondis e

leucoantocianidinas (tabela 2)

Tabela 2. Avaliagdo qualitativa e semi-quantitativa dos constituintes quimicos nos extratos
hidroalcodlicos por diferentes tipos de extragdo e hidromdédulo das folhas de Averrhoa carambola L.
PROCEDIMENTO EXTRATIVO/RELACAO DE HIDROMODULO

METABOLITOS SECUNDARIOS MACERACAO PERCOLACAO SOXHLET
MI:8 MI:12 MI:16 P1:8 PI:12 Pl:l6 SI1:8 SI:12  SI1:16

alcaldides - - - - - - - - R
compostos fendlicos +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
cumarinas - - - - - - - - R
heterosideos cianogénicos + s s - - - - - -
saponinas ++ ++ ++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
taninos condensados +++ +++ +++ +++ +++ ++ ++ ++ ++

taninos hidrolisdveis - - - - - - B B _

esterdides + ++ + + ++ + S S S

triterpenos + + + + ++ + + S S

antocianinas e antocianidinas - - - - - - - _ N

flavonas, flavondis e xantonas +++ +++ +++ +++ +++ ++ ++ + +

chalconas - - - - - - B B _

flavonéis - - - - - - - - -

leucoantocinidinas - - - - - - B B _

catequinas ++ + +++ ++ ++ + - - _

flavononas - - - - - - ++ T+t T+

Extratos hidroalcéolicos de folhas de Averrhoa carambola L. obtidos por diferentes métodos de extracdo e relagdes de
hidromédulo, respectivamente maceragdo no hidromédulo 1:8 (M 1:8), 1:12 (M 1:12), 1:16 (M 1:16), percolagdo no hidromédulo
1:8 (P 1:8), 1:12 (P 1:12), 1:16 (P 1:16), aparelho de Soxhlet no hidromédulo 1:8 (S 1:8), 1:12 (S 1:12), 1:16 (S 1:16).

O teor de flavonoides de P 1:16 teve valor médio maior (tabela 3), porém nao foi
significativamente superior ao M 1:8, ressalta-se que a maceragdo nao apresentou diferenca
significante de rendimento por hidromédulos diferentes. Para polifendis S 1:8 teve
concentracdo média maior, porém ndo significativamente superior ao P 1:16 ¢ ao M 1:8
(tabela 3), adicionalmente percolacdo P 1:16 ndo foi o tnico melhor rendimento para esse
método extrativo; S 1:8 e M 1:8 foram os melhores hidromodulos pra seus métodos extrativos
e também os melhores para o hidromodulo 1:8.

Na técnica do poco os extratos nao demonstraram atividade contra K. pneumoniae e P.
aeruginosa na concentragao testada, os melhores halos foram dos extratos de aparelho de

Soxhlet contra S. aureus (12-14 mm); somente as fracdes P 1:8 e S 1:8 apresentaram atividade
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contra Escherichia coli, destacou-se o S 1:8 como o melhor por apresentar os maiores halos

inibitorios para ambas as espécies (tabela 4).

Tabela 3. Teor de polifendis e flavondides nos extratos hidroalcodlicos das folhas de Averrhoa
carambola L. obtidos por diferentes procedimentos extrativos e por diferentes relacdes de hidromddulo.

EXTRATOS Flavonoéides (%) Polifendis (%)
HIDROALCOOLICOS / . p valor . p valor

RELACOES DE HIDROMODULO Média  DP Média  DP
M1:8 2,19 0,21 0,0098* 46,61 1,90 <0,0001#

M 1:12 174 a 0,04 3447 a 297

M 1:16 178 a 0,14 2953 a 495

P1:8 125 a 0,12 4037 a 146

P 1:12 117 a 0,04 3586 a 0,64

P 1:16 251 A 0,02 41,86 2,32

S1:8 1,70 a 0,08 4827 A 2,61

S 1:12 103 a 0,04 3515 a 337

S 1:16 1,52 a 027 39,56 a 226

DP-Desvio Padriao ; A>a ; *Kruskall-Wallis (Newman Keus); #Anova (Tukey). Extratos hidroalcéolicos de folhas de
Averrhoa carambola L. obtidos por diferentes métodos de extracdo e relacdes de hidromddulo, respectivamente maceragao no
hidromédulo 1:8 (M 1:8), 1:12 (M 1:12), 1:16 (M 1:16), percolagdo no hidromédulo 1:8 (P 1:8), 1:12 (P 1:12), 1:16 (P 1:16),
aparelho de Soxhlet no hidromédulo 1:8 (S 1:8), 1:12 (S 1:12), 1:16 (S 1:16).

Na microdilui¢do, S. aureus e P. aeruginosa tiveram o crescimento inibido por todos os
extratos, E. coli teve crescimento inibido somente na maior concentracdo de alguns dos
extratos, a saber M 1:12, P 1:8, P 1:12 e S 1:12. Considerando todos os resultados destacou-se

o P 1:8 com as melhores CIM nas trés bactérias testadas (tabela 5).

Tabela 4. Didmetro da zona de inibi¢do (mm), por difusdo em 4gar, técnica do pogo, de
extratos de folhas de Averrhoa carambola L obtidos por planejamento fatorial a
concentragdo de 125mg/mL.

Extratos S. aureus E. coli (ATCC  P. aeruginosa K. pneumoniae

(ATCC 25923) 25922) (ATCC 27853) (ATCC 10031)
M1:8 10 Negativo Negativo Negativo
M1:12 9,5 Negativo Negativo Negativo
M 1:16 10 Negativo Negativo Negativo
P1:8 11 11 Negativo Negativo
P1:12 11,5 Negativo Negativo Negativo
P1:16 11,5 Negativo Negativo Negativo
S1:8 14 11,5 Negativo Negativo
S1:12 12,5 Negativo Negativo Negativo
S1:16 12 Negativo Negativo Negativo

C+ 32% 22%% 14,5%% 28%*

C- Negativo Negativo Negativo Negativo

Extratos hidroalcéolicos de folhas de Averrhoa carambola L. obtidos por diferentes métodos de extracdo e
relacdes de hidromddulo, respectivamente maceracdo no hidromédulo 1:8 (M 1:8), 1:12 (M 1:12), 1:16 (M 1:16),
percolagdo no hidromédulo 1:8 (P 1:8), 1:12 (P 1:12), 1:16 (P 1:16), aparelho de Soxhlet no hidromédulo 1:8 (S
1:8), 1:12 (S 1:12), 1:16 (S 1:16), rotoevapados e ressuspensos para a concentracdo de 125 mg/mL em DMSO a
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1%. Controle positivo (C +): *penicilina, **tetraciclina; controle negativo (C -): DMSO 1%.

Tabela 5. CIM por microdiluicio dos extratos de folhas de Averrhoa carambola L
(concentra¢do em mg/mL) obtidos por planejamento fatorial.

S. aureus (ATCC E. coli (ATCC P. aeruginosa

Extratos 25923) 25922) (ATCC 27853)
M1:8 6,25 Negativo 6,25
M 1:12 6,25 25 6,25
M1:16 6,25 Negativo 6,25
P1:8 1,5625 25 3,125
P1:12 3,125 25 6,25
P1:16 6,25 Negativo 6,25
S1:8 3,125 Negativo 6,25
S1:12 3,125 25 12,5
S1:16 3,125 Negativo 12,5

Extratos hidroalcdolicos de folhas de Averrhoa carambola L. obtidos por diferentes métodos de extracdo e
relagdes de hidromédulo, respectivamente macerag@o no hidromédulo 1:8 (M 1:8), 1:12 (M 1:12), 1:16 (M 1:16),
percolac@o no hidromédulo 1:8 (P 1:8), 1:12 (P 1:12), 1:16 (P 1:16), aparelho de Soxhlet no hidromédulo 1:8 (S
1:8), 1:12 (S 1:12), 1:16 (S 1:16), rotoevapados e ressuspensos em DMSO a 1% para a concentragio inicial de 25
mg/mL.

DISCUSSAO

O maior rendimento extrativo de P 1:16 pode ser explicado devido a percolagdo ser um
processo mais dindmico que a maceragdo, que busca levar ao esgotamento da amostra
Vegetalzz, no entanto o fato de M 1:16 e M 1:12 estarem entre os trés melhores rendimentos
(tabela 1) pode advir de uma boa solubilidade dos componentes extraidos no solvente
hidroalcodlico, além do tempo elevado de extragdo.

Evidenciou-se na avaliacio semi-quantitativa dos constituintes quimicos que
heterosideos cianogénicos, saponinas, taninos condensados, esteroides, triterpenos, flavonas,
flavonoéis, xantonas, catequinas e flavononas apresentaram variacdes em decorréncia do
método extrativo e do hidromddulo escolhido (tabela 2). Destaca-se a deteccdo de
componente toxico, glicosideos cianogénicos, em M 1:8, onde ndo encontramos relato
anterior dessa classe na literatura para A. carambola. Todos as demais classes encontradas ja

foram mencionadas em estudos anteriores® !>,
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Os teores de flavonoides apresentaram resultados melhores com percolagdo no
hidromédulo 1:16 e maceragao no hidromoédulo 1:8 (tabela 3). Quanto ao método de extragao,
isso pode ser explicado pelo tempo de extragdo ser maior nesses procedimentos*. A varidvel
tempo na extragao é considerada importante, pois pode determinar uma rendimento maior ou
pode determinar a deteriorizacdo dos metabdlitos, principalmente quando o solvente
empregado € apenas dgua, que representa uma chance elevada de contaminacao por fungos e
batérias, que levardo a mudanca na composicdo quimica do extrato, com possiveis
deteriorizagdes dos metabdlitos ativos ou aumento de agcdo por um metabodlito presentes
nesses microorganismos. Para minimizar o risco de contaminacdo pelo método maceragdo,
escolhemos como mistura de solvente etanol 70%. O etanol nessa concentracdo evita o
crescimento de fungos e bactérias!’. Os compostos fendlicos incluem os flavonéides, os
taninos hidrolisdveis e condensados e vdrias outras classes de compostos, eles possuem
diversificada atividade farmacoldgica, a exemplo de antioxidante e antimicrobiana?>.

Os extratos testados demonstraram boa atividade antimicrobiana contra dois dos
microorganismos testados, S. aureus e P. aeruginosa (tabelas 4 e 5), e em concentracdes
maiores € possivel que todos demonstrassem atividade contra E. coli. Esses resultados
mostram concordincia com o encontrado anteriormente por Sripanidkulchai et al.® (2002)
com testes usando extrato de caule de A. carambola e detectando CIM de 125 mg/mL para E.
coli e P. aeruginosa e 15,62 mg/mL para S. aureus. Entretanto, as concentragdes aqui testadas
apresentaram CIM muito inferiores em relacdo a Sripanidkulchai et al.?® (2002), isso pode
estar relacionado a um teor mais elevado de taninos condensados, pois os taninos tem varios
relatos na literatura de atividade antimicrobiana contra diversas bactérias e fungos, sendo essa

20,22

atividade provavelmente devido suas propriedades fisico-quimicas™“*, e/ou ainda devido a

maior presenca de outros metdbolitos com atividade antimicrobiana.



49

Um dos maiores problemas na andlise antimicrobiana de extratos € a falta de
uniformidade nos resultados, a ponto de 0 mesmo autor encontrar resultados divergentes ao
utilizar diferentes técnicas com a mesma amostra'®, assim optamos por dois métodos
diferentes, e conforme pode ser observado a técnica da microdilui¢gdo de modo geral
demonstrou resultados mais expressivos que os apresentados pela difusdo em &dgar pela
técnica do poco (tabelas 4 e 5), onde os halos de inibicdo apresentaram didmetro pequeno
(tabela 4), conforme encontrado por Mia et al.'! (2007). Em funcdo desta atividade, que esta
ao menos em parte relacionada aos taninos condensados, o seu alto peso molecular € uma
limitagcdo para a técnica de difusdo, mais adequada a compostos de baixo ou médio tamanho
molecular'®, o que pode incorrer nos pequenos halos encontrados, enquanto um fator limitante
para a microdiluicdo é a solubilidade'®, que pode ser adequada no caso dos taninos presentes
nas amostras, evidenciando-se os baixos valores de CIM. Em estudo com fibras do fruto da
caramboleira, Hsu et al.’ (2008) encontraram uma aparente correlacio positiva entre o
contetiido de taninos condensados e a atividade antimicrobiana detectada, o que possivelmente
pode ocorrer também nas folhas, assim € provdvel que ao menos em parte 0s taninos
condensados devem estar relacionados a atividade antimicrobiana aqui evidenciada.

Os extratos de maceragdo apresentaram os piores resultados de atividade antimicrobiana
(tabelas 4 e 5), sem maiores destaques nesse quesito na comparacdo com os resultados dos
outros métodos extrativos.

Os extratos de aparelho de Soxhlet apresentaram os maiores halos inibitérios na difusao
em agar pela técnica do poco. Considerando que também apresentaram o0s mais baixos
rendimentos extrativos (tabela 1) e menores teores semi-quantitativos de taninos condensados
(tabela 2), hé indicativo de que a atividade antimicrobiana dos extratos de aparelho de Soxhlet

possivelmente estd mais relacionada a compostos de melhor difusdo em dgar devido menor
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tamanho molecular que os taninos condensados, como outros compostos fendlicos, e de fato S
1:8 se destacou em contetdo de polifendis (tabela 3).

Para os métodos extrativos de percolacdo e aparelho de Soxhlet o hidromédulo 1:8
apresentou melhor atividade antimicrobiana em comparacdo com os demais, possivelmente
indicando uma maior seletividade na extracao (tabelas 4 e 5).

Embora S 1:8 tenha apresentado maior conteudo de polifendis e de flavonodides, P 1:8
apresenta melhores resultados de atividade antimicrobiana pelo método que se mostrou mais
sensivel (tabela 5), e ainda melhor rendimento e desempenho semi-quantitativo, sendo
portanto P 1:8 considerado o extrato padronizado para atividade antibacteriana das folhas de
A. carambola.

CONCLUSAO

O presente estudo evidenciou que os extratos de folhas de Averrhoa carambola
apresentaram atividade antimicrobiana contra S. aureus, P. aeruginosa e E. coli, com S.
aureus sendo a mais sensivel. Foi observado ainda que o método de extragdo e o hidromdédulo
escolhido interferem no resultado final dos extratos, afetando seu rendimento, os teores de
componentes obtidos e a atividade antimicrobiana destes.

Considerando as varidveis empregadas o extrato de percolacdo 1:8 se mostrou mais
promissor que os demais extratos e hidromddulos testados, para pesquisa e desenvolvimento
de medicamentos antimicrobianos.
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4 CONCLUSAO

As duas espécies do género Averrhoa, A. carambola e A. bilimbi tem
importante potencial econébmico e largo uso popular, porém apresentam riscos em
seu consumo indiscriminado, uma vez que ambas as espécies podem ocasionar
nefropatia oxalica, devendo-se evitar grande consumo de frutos e sucos. O fruto de
A. carambola possui importante componente neurotdxico sendo contraindicado a
nefropatas em qualquer estagio da doenca. A. carambola também pode interferir na
farmacocinética de drogas pela inibicdo de enzimas do citocromo P450.

Foi observada a existéncia de variedades quimicas de A. carambola, que é a
espécie mais estudada. Dentre os compostos isolados, os flavonoides ja tiverem
acOes comprovadas como antihiperglicémica e hipoglicémica. Quanto aos aspectos
botanicos, ha necessidade de estudos de microscopia de A. bilimbi. Ambas as
espécies possuem importante potencial econ6mico e mercadoldgico para
desenvolvimento de produtos farmacéuticos e alimenticios, especialmente A.
carambola.

Na parte experimental evidenciamos que os extratos de folhas de A.
carambola apresentaram atividade antimicrobiana contra S. aureus, P. aeruginosa e
E. coli, com S. aureus sendo a mais sensivel. Foi observado que o método de
extragdo e o hidromdédulo escolhido interferem no resultado final dos extratos,
afetando seu rendimento, os teores de componentes obtidos e a atividade
antimicrobiana destes.

Considerando as variaveis empregadas o exirato de percolacdo 1:8 se
mostrou mais promissor que os demais extratos e hidromodulos testados, para

pesquisa e desenvolvimento de medicamentos antimicrobianos.
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