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RESUMO

O uso de plantas para fins medicinais tem origem bastante antiga e relacionada com a cultura
associada a uma comunidade ou povo. Os vegetais possuem capacidade de produzir substancias
denominadas metabdlitos secundarios que podem exercer fungdes adaptativas e de protecdo
nesses organismos, bem como fungdes farmacofisioldgicas em seres humanos. Algumas dessas
substancias podem ser capazes de inibir o crescimento de agentes patoldgicos, tais como fungos
e bactérias, bem como inibir a acdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e espécies reativas
de nitrogénio (ERNSs). Syzygium cumini, conhecida popularmente como oliveira, € comumente
usada na medicina tradicional para tratamento de infec¢des na garganta, diabetes e problemas
intestinais. Syzygium malaccense ou jambo-vermelho é uma planta usada como diurética e no
tratamento de infecgdes e problemas nos tratos respiratdrio e gastrintestinal. Este trabalho teve
como objetivos avaliar a composicdo quimica e as atividades antibacteriana, antifungica e
antioxidante, além da toxicidade, dos extratos etandlicos das folhas de Syzygium cumini (L.)
Skeels e Syzygium malaccense (L.) Merr. & L. M. Perry. O tragado metodoldgico iniciou com
a coleta dos materiais vegetais com os quais foram realizadas analises quimicas,
microbioldgicas, antioxidantes e de toxicidade. A andlise quimica foi feita por meio da
prospeccdo fitoquimica qualitativa e quantificacdo do teor de fenois totais. A avaliacdo
microbioldgica foi realizada por meio da determinacdo: da Concentracdo Inibitéria Minima
(CIM) para bactérias, da curva de viabilidade celular e Clso fangicas, da Concentracdo
Fungicida Minima (CFM) e da verificacdo do possivel efeito modificador da acéo de farmacos
de referéncia (aminoglicosideos, betalactdmicos e fluconazol). Para as andlises antioxidantes
foram usados os ensaios: inibicdo do radical DPPH® e poder redutor de fon Fe*. A avaliagéo
da toxicidade foi feita usando o microcrustaceo Artemia salina. A prospeccao fitoquimica dos
extratos evidenciou presenca de fenois, taninos hidrolizaveis, flavonas, flavonois, xantonas,
chalconas, auronas, flavononois, leucoantocianidinas e catequinas. Os extratos de S. cumini e
S. malaccense apresentaram teores de fenois de 91,72 e 27,61 mg de &cido galico/g extrato.
Para os testes antimicrobianos, os extratos de S. cumini e S. malaccense obtiveram CIM de 512
e > 1024 pg/mL, respectivamente, frente as bactérias testadas; apresentaram capacidade de
modificar a acdo de betalactamicos, aminoglicosideos e fluconazol, além de ndo terem
apresentado efeito fungicida e terem baixa atividade antifingica intrinseca nas concentracoes
analisadas. O extrato de S. cumini apresentou Clso de 13,32 e 30,72 pg/mL para DPPH® e
capacidade redutora de fon Fe3* respectivamente. O teste de toxicidade mostrou CLso de 786,60
Hg/mL. O extrato de S. malaccense apresentou Clso de 26,78 e 31,52 pg/mL para DPPH® e
capacidade redutora de fon Fe®* respectivamente. O teste de toxicidade mostrou CLso de 857,28
pg/mL. Portanto, o0s extratos apresentaram atividade microbioldgica significativa
(principalmente quando associados a farmacos), atividade antioxidante e toxicidade moderada
quando comparada com a escala padréo, sendo necessaria a realizacdo de mais pesquisas, com
a perspectiva de evidenciar novas atividades biologicas bem como seus mecanismos de acao.

Palavras-Chave: Atividade antioxidante; Atividade antimicrobiana; Fitoconstituintes;
Myrtaceae; Toxicidade.



ABSTRACT

The use of plants for medicinal purposes has a very old origin related to the culture associated
with a community or people. Plants have the ability to produce substances called secondary
metabolites that can exercise adaptive and protective functions in these organisms, as well as
pharmaco-physiological functions in humans. Some of these substances may be able to inhibit
the growth of pathological agents, such as fungi and bacteria, as well as inhibit the action of
reactive oxygen species (ROSs) and reactive nitrogen species (RNAS). Syzygium cumini
popularly known as oliveira is commonly used in traditional medicine to treat throat infections,
diabetes and intestinal problems. Syzygium malaccense or red jambo is a plant used as a diuretic
and in the treatment of infections and problems in respiratory and gastrointestinal tract. This
work aimed to evaluate the chemical composition and antibacterial, antifungal and antioxidant
activities, in addition to the toxicity, of the ethanolic extracts of the leaves of Syzygium cumini
(L.) Skeels and Syzygium malaccense (L.) Merr. & L. M. Perry. The methodological design
began with the collection of plant materials with which chemical, microbiological, antioxidant
and toxicity analyses. Chemical analysis was done through qualitative phytochemical and
quantification of the total phenols content. Microbiological evaluation was performed by
determining: the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) for bacteria, the cell viability curve
and ICsp fungi, the Minimum Fungicide Concentration (MFC) and the verification of the
possible modifying effect of the reference drugs (aminoglycosides, betalactams and
fluconazole). For the antioxidant analyses, the following tests were used: radical inhibition
DPPH* and Fe®*" ion reducing power. Toxicity evaluation was performed using the
microcrustacean Artemia salina. Phytochemical prospecting of the extracts showed the
presence of phenols, hydrolyzable tannins, flavones, flavonols, xanthones, chalcones, aurones,
flavonols, leukoanthocyanidins and catechins. Extracts of S. cumini and S. malaccense had
phenol contents of 91.72 and 27.61 mg of gallic acid/g extract. For antimicrobial tests, S.
cumini and S. malaccense extracts obtained MIC of 512 and > 1024 pg/mL, repectively, against
the tested bacteria; they were able to modify the action of betalactams, aminoglycosides and
fluconazole; and they did not present fungicidal effect and low intrinsic antifungal activity in
the analyzed concentrations. S. cumini extract presented ICso of 13.32 and 30.72 pg/mL for
DPPH®* and Fe®** ion reducing capacity, respectively. The toxicity test showed LCso of 786.60
ug/mL. S. malaccense extract showed ICso of 26.78 and 31.52 pg/mL for DPPH® and Fe3* ion
reducing capacity respectively. The toxicity test showed LCso of 857.28 ug/mL. Therefore, the
extracts showed significant microbiological activity (especially when associated with drugs),
antioxidant activity and moderate toxicity, requiring further research, with the prospect of
showing new biological activities as well as their mechanisms of action.

Keywords: Antioxidant activity; Antimicrobian activity; Myrtaceae; Phytochemicals;
Toxicity.



1 INTRODUCAO

A grande diversidade vegetal presente no Brasil torna-o importante fonte de produtos
naturais. Nesse contexto, destacam-se as plantas medicinais que ha muito tempo vém sendo
usadas no tratamento e prevencao das mais variadas enfermidades (VALLI; BOLZANI, 2019).
As plantas medicinais apresentam, além da constituicdo quimica essencial a sobrevivéncia
(metabdlitos primarios), um grupo bastante diversificado de substancias, com atividades
farmacoldgicas, chamadas metabdlitos secundarios que exercem fungdes de protecdo, de defesa
e de adaptacdo ao ambiente (CARDOSO, J.; OLIVEIRA; CARDOSO, F., 2019; LACERDA-
NETO et al., 2019; STANGARLINI et al., 2011).

A busca por novas fontes terapéuticas tem sido alavancada pelo surgimento de micro-
organismos resistentes aos farmacos convencionalmente utilizados. A resisténcia microbiana
estd relacionada a utilizacdo indiscriminada e errada de antimicrobianos, bem como as
alteracbes genéticas aleatorias que podem promover o desenvolvimento de caracteristicas
(bombas de efluxo, sitio ativo modificado e producdo de enzimas degradativas) capazes de
inibir a acdo do farmaco (BLAIR et al., 2015; BOOVARAGAMOORTHY et al., 2019;
CARVALHO et al., 2019).

O aparecimento de micro-organismos resistentes (bactérias, fungos e virus) tem sido
considerado grande problema de saide puablica. Os indices de mortalidade relacioandos as
doencas infecciosas vém aumentando consideravelmente nos Ultimos anos. Nesse contexto,
tornam-se importantes pesquisas que visam propor novas formas de tratamento capazes de
resolver ou minimizar essa problematica (WHU, 2015).

Plantas podem ser fontes de substancias antioxidantes caracterizadas por atuarem
inibindo a acdo danosa de espécies reativas, como os radicais livres. Muitas doencas crénico-
degenerativas possuem relacdo com a acdo deletéria de espécies reativas. Consequentemente,
0 estudo dos metabolitos secundarios, bem como de suas propriedades antioxidantes, sdo de
grande importancia para o desenvolvimento de farmacos que possam atuar prevenindo o
estresse oxidativo (ZHANG et al., 2015).

Apesar das potencialidades terapéuticas dos metabdlitos secundarios, algumas classes,
como a dos alcaloides, podem ser consideradas toxicas ao ser humano. Nesse contexo, hd uma
quebra do paradigma de que as plantas medicinais so proporcionam efeitos benéficos, ou seja,
s6 promovem o bem estar e a saude das pessoas que as utilizam. Diante disso, pesquisas que
também abordem esssa problematica sdo de grande importancia, pois o uso indiscriminado e

em dosagem potencialmente toxica podem provocar danos ao organismo (CAMPOS et al.,
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2016; SIMOES et al., 2017).

Espécies vegetais pertencentes ao género Syzygium sdo caracterizadas por possuirem
habitos arboreos e arbustivos, encontrando-se distribuidas nos estados das regifes Sudeste,
Nordeste, Sul e Norte do Brasil. As espécies Syzygium cumini (L.) Skeels e Syzygium
malaccense (L.) Merr. & L. M. Perry conhecidas popularmente como oliveira e jambo-
vermelho, respectivamente, sdo usadas na medicina tradicinal para tratamento e prevencao de
doencas gastrointestinais, de inflamaces e de infec¢bes (BALIGA, et al., 2011; WERMUTH,
2015). Sabendo do potencial farmacoldgico das espécies pertencentes ao género Syzygium,
tornam-se necessarios estudos que possam identificar as principais classes de metabdlitos
presentes nos representantes desse género, bem como as atividades bioldgicas.

Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo geral avaliar a composicao
quimica e as atividades bioldgicas de Syzygium cumini (L.) Skeels e Syzygium malaccense (L.)
Merr. & L. M. Perry e como objetivos especificos realizar prospeccdo qualitativa dos
metabolitos secundarios, quantificar o teor de fenois, verificar atividade antioxidante, investigar
atividade antimicrobiana intrinseca e combinada com farmacos de referéncia e analisar a
toxicidade frente ao microcrustaceo Artemia salina. Dessa forma, esse estudo contribui para
que as potencialidades terapéuticas, dessas espécies, possam ser evidenciadas cientificamente,
bem como para que novas propostas de tratamentos de doencas cronico-degenerativas e
infecciosas possam ser desenvolvidas com base nos resultados obtidos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Plantas medicinais

O uso de plantas medicinais € uma prética antiga da humanidade, sendo, para muitos
grupos étnicos e comunidades, uma alternativa complementar ao tratamento e prevencao de
doencas (ROCHA et al., 2015). Tais usos sdo desenvolvidos de maneira informal por meio da
medicina popular fundamentada em um conjunto de conhecimentos transmitidos pelas familias
e comunidades ao longo de geracdes, ndo tendo, necessariamente, relacdo direta com o
conchecimento cientifico (MONTEIRO; BRANDILLI, 2017).

A Organizacao Mundial da Saude - OMS define plantas medicinais como vegetais que
apresentam compostos quimicos biologicamente ativos, possibilitando-os de serem usados no
tratamento e prevencdo de doengas ou como precursores de principios ativos na producao de
farmacos. Essas plantas podem ser cultivadas ou ndo pra fins medicinais, sendo suas
potencialidades terapéuticas evidenciadas por meio dos usos em comunidades tradicionais
(VEIGA; PINTO; MACIEL, 2005; OMS, 2008).

A grande diversidade vegetal presente no Brasil torna-o importante fonte de produtos
naturais que, muitas vezes, estdo associados a uma cultura desenvolvida a partir das relacoes
tradicionais e do conhecimento popular (VALLI; BOLZANI, 2019). No Brasil, o uso de plantas
no tratamento de infermidades tem suas origens bastante antigas e possui influéncias das
manifestacdes tradicinais de povos indigenas e quilombolas. RegiGes onde o0 acesso aos
medicamentos é ainda dificil pela populacao carente, o uso de plantas medicinais torna-se uma
alternativa para tal problematica (SOUZA et al., 2013).

A utilizacdo de plantas medicinais e fitoterapicos para tratamento de doencas e
promocdo da salde tem ganhado destaque no cotidiano da populacéo brasileira. Nesse contexto,
0 Ministério da Saude elaborou, em 2006, a Politica Nacional de Plantas Medicinais com
diretrizes e estratégias que visam regulamentar e incentivar o uso de plantas medicinais e
fitoterapicos, de forma sustentavel, como alternativa complementar ao tratamento e prevengao
de doencas (BRASIL, 2006; CASTRO; FIGUEIREDO, 2019).

Estudos etnofarmacoldgicos evidenciam a utilizagdo de diversas plantas, nas mais
variadas formas, para fins medicinais. Santos et al. (2018) realizaram um estudo
etnofarmacoldgico em uma comunidade, localizada na cidade de Aurora-Ce, e verificaram que
um numero variado de plantas eram usadas, por exemplo: Ziziphus juazeiro (indicada para

tratamento de dores no estbmago, ma digestdo, febre e anticarie); Coutera hexandra (usada para
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tratameto da influenza, sinusite, asma, febre e dores em geral) e Ximenia americana (usada no
tratamento de les0es, cicatrizagdo de feridas, inflamagéo e dores em geral).

Estudos realizados no Nordeste brasileiro revelam que muitas plantas medicinais
possuem versatilidade de uso bastante significativa. Macedo et al. (2018) verificaram que
aroeira (Myracrodun urundeuva), jurema preta (Mimosa tenuiflora), ameixa do mato (Ximenia
americana) e umburana de cheiro (Amburana cearensis) apresentam um grande nimero de
indicacdes terapéuticas, atuando em diversos sistemas corporais.

Bueno et al. (2019) realizaram um levantamento etnofarmacoldgico de espécies vegetais
indicadas e comercializadas por raizeiros em feiras populares. Neste trabalho, plantas como o
angico (Anadenanthera sp.) e o jatoba (Hymenaea sp.) sdo indicadas para tratamento de
infeccbes na garganta; a arnica (Lychnophora sp.) indicada para tratamento de sinusite,
machucado, infeccdo, fratura e como analgésico; e a aroeira (Myracroduon urundeuva)
indicada como cicatrizante, anti-inflamatéria e doencas de pele.

Dessa forma, percebe-se a importancia das plantas medicinais no tratamento e
prevencdo de doencas. Consequentemente, pesquisas que visem confirmar tais acdes
farmacoldgicas sdo bastante relevantes para que seus usos possam ser justificados e

corroborados.

2.2 Familia Myrtaceae e 0 género Syzygium Gaertn

Com aproximadamente 121 a 145 géneros e 3800 a 6000 espécies, a familia Myrtaceae
encontra-se distribuida em regides tropicais e subtropicais, sendo caracterizada por possuir
espécies com habitos arbustivos e arboreos (ARAUJO et al., 2019; FARAG et al., 2018).

Muitas das espécies pertecentes a familia Myrtaceae sdo ricas em compostos fendlicos,
caroteno, acido ascorbico e alcaloides descritos por terem diversas atividades bioldgicas como
protecdo contra a acdo deletéria de espécies reativas (radicais livres) evitando a oxidacao
celular, atividade antimicrobiana, anticancerigena e anti-inflamatdria. Dessa forma, essa familia
representa uma fonte importante de metabolitos secundarios com potencialidades terapéuticas
(DONADO-PESTANA, 2018; MEDINA et al., 2011; MORESCO, 2014).

No Brasil, € considerada uma das mais diversificadas do grupo das angiospermas, tendo
representantes distribuidos em 23 géneros e cerca de 928 a 997 espécies catalogadas, sendo
responsavel pela segunda maior porcentagem de espécies endémicas. Os representantes dessa
familia encontram-se distribuidos nos mais diversos tipos de vegetacdo como Mata Atlantica,

Floresta Amazonica, Restinga e Cerrado. Alguns representantes sao frutiferos e de consideravel
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valor econdmico como jabuticaba (Plinia cauliflora), goiaba (Psidium guajava), jambo-
vermelho (Syzygium malaccense), oliveira (Syzygium cumini) e pitanga (Eugenia uniflora)
(CARVALHO, 2019; MORAIS; CONCEICAQ; NASCIMENTO, 2014; SANTIAGO, 2018).

O género Syzygium Gaertn, compreende cerca de 1100 espécies distribuidas na América
tropical e Australia. E caracterizado por possuir espécies arbdreas e arbustivas, sendo
considerado um dos maiores géneros da familia Myrtaceae com espécies bastante importantes
do posto de vista econdémico e medicinal (AYYANAR; SUBASH-BABU, 2012; RUGGIERO,
2004; SOUZA, 2018). Os extratos de algumas espécies sdo usados na medicina popular como
agentes antimicrobianos, anti-inflamatorios, diuréticos e hipoglicemiantes
(VENDEDRUSCOLO; RATES; MENTEZ, 2005).

As espécies do género Syzygium Gaertn ndo sao endémicas do Brasil, porém apresentam
ampla distribuicdo geografica, sendo encontradas nas regides Norte (Amazonas e Roraima);
Nordeste (Bahia, Pernambuco e Ceara); Sudeste (Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro
e S8o Paulo) e Sul (Parana, Rio Grande do Sul e Santa Catarina). Ocupando 0s seguintes
dominios fitogeograficos: Amazonia, Cerrado, Mata Atlantica e Pantanal (REFLORA, 2019).

Syzygium é um dos géneros encontrados na Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de
Interesse ao SUS (RENISUS). Esta relacéo foi criada em 2009 e consta 71 espécies vegetais,
dentre as quais Syzygium cumini. Nesse sentido, podemos destacar a relevancia desse género
no contexto medicinal (BRASIL, 2009).

2.3 Espécie Syzygium cumini (L.) Skeels

Syzygium cumini (L.) Skeels (sinonimia Syzygium jambolanum, Eugenia cumini e
Eugenia jambolana Lam.) é uma planta originaria do continente indiano, porém atualmente esta
distribuida pelo subcontinente asiético, Africa oriental, América do Sul, Madagascar e algumas
regides dos Estados Unidos das Américas. No Brasil, encontra-se distribuida nos estados das
regides Sudeste, Nordeste, Sul e Norte (BALIGA et al., 2011; REFLORA, 2019).

E uma planta de habito arboreo (Figura 1) medindo cerca de 10 m de altura, com
folhagem abundante e sempre verde. Os ramos séo retorcidos com folhas opostas, simples,
pecioladas e longas. As flores, de coloracdo variando de branca a creme, estdo dispostas em
inflorescéncias (CHHIKARA et al., 2018; SOARES, 2015). Os frutos sdo carnosos, possuindo
uma unica semente, com coloracdo arroxeada, quando maduros devido a presenca de
antocianinas, e possuindo sabor adstringente (RUGGIERO, 2004).

No Brasil, o periodo de floragdo ocorre entre os meses de setembro a novembro e a
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frutificag@o entre os meses de dezembro a fevereiro (SOARES, 2015). Os frutos de S. cumini
podem ser consumidos in natura ou na forma de bebidas fermentadas (vinhos e iogurtes), de
sucos, de geleias e de doces. Possuem nutrientes como acido ascorbico (vitamina C), tocoferol
(vitamina E) e sais minerais (sodio, potassio, céalcio e magnésio) que Sdo essenciais para a
manutencdo do funcionamento normal do corpo humano (SERAGLIO etal., 2018; TAVARES,
etal., 2018).

Figura 1- (A) Habito arboreo; (B) Flores; (C) Frutos e (D) Folhas de Syzygium cumini.
W , :

Fonte: Proprio autor.
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A espécie S. cumini conhecida popularmente como oliveira, jambol&o, jamel&o, janum
e ameixa preta indiana; se destaca por possuir uma variedade de substancias oriundas do
metabolismo secundéario, como flavonoides, alcaloides e taninos (MIGLIATO et al., 2007).
Estudos evidenciaram acdo hipoglicemiante, antimicrobiana, anticancer, diurética,
cardiotbnica, anti-inflamatoria, estimulante do sistema nervoso central, anticonvulsivante, anti-

hemorrégica e antiescorbutica de extratos produzidos a partir dessa planta (SINGH et al., 2018).

Diversas partes da planta sdo usadas na medicina popular no tratamento das mais
variadas doencas. As folhas sdo utilizadas para problemas gastrointestinais, diabetes e febre.
As cascas do caule sdo usadas para problemas na garganta, diarreia e indigestdo (AYYANAR;
SUBASH-BABER, 2012. Os frutos usados para problemas como diabetes, irritacbes na
garganta, cancer, febre e distarbios gastrointestinais. As sementes tem aplicacdo popular para
febre, inflamacéo e infeccdo na garganta e problemas no tratogeniturinario (BALIGA, et al.,
2011; CARTAXO-FURTADO et al., 2015).

2.4 Espécie Syzygium malaccense (L.) Merr. & L. M. Perry

Syzygium malaccense, conhecida popularmente como jambo-vermelho, € originaria da
Malésia, porém dispersou-se para diversos paises das regides tropicais da Africa e América. No
Brasil, encontra-se distribuida nos estados das regides Norte, Nordeste e nas regides com
temperaturas mais elevadas do Sudeste. Nas Américas do Sul e Central é cultivada como
fruteira ou como arvore ornamental (ALMEIDA, 2011; AZEVEDO, 2010).

E uma planta de porte arbéreo (Figura 2), podendo atingir até 20 m de altura. Possui
copa densa, de formato piramidal, com folhas grandes, coriaceas e de coloracdo verde escura.
Suas flores sdo relativamente grandes, medindo de 3 a 4 cm de comprimento, de coloracdo
vermelha e com grande numero de estames (NACATA, 2017). Os frutos sdo carnosos, com
epicarpo fino e de coloracdo vermelha, com polpa suculenta, branca e de aspecto esponjoso.
Além disso, os frutos podem possuir ou ndo uma unica semente, além de apresentar aroma
caracteristico de rosas (FONTAN et al., 2018; FERNANDES; RODRIGUES, 2018).

A floracdo e frutificacdo da S. malaccense ocorrem entre 0s meses de agosto a fevereiro
(MAIA etal., 2019). Os frutos do jambo-vermelho possuem sabor levemente adocicado e casca
rica em compostos fenolicos, em particular antocianinas, fato que os tornam alimentos com
potencial atividade antioxidante. Além disso, possuem em sua composi¢do nutricional

carotenoides (pré-vitamina A), tiamina (vitamina Bz) e cobalamina (vitamina Bi12) e 0s sais

17



minerais célcio, ferro e fosforo. Podem ser consumidos in natura ou na forma de sucos,
compotas e geleias (AUGUSTA, 2011; AZEVEDO, 2010; COSTA, 2006).

O Jambo-vermelho é caracterizado por possuir uma variedade de compostos bioativos
como flavonois, catequinas, antocianinas, taninos e carotenoides. A presenca de tais compostos
proporcionam a S. malaccense uma variedade de propriedades farmacol6gicas como atividades
antioxidante, antimicrobiana, anti-inflamatéria e hipoglicemiante (BATISTA et al., 2017;
FREITAS et al., 2019; SILVA, 2018).

Na medicina popular, exemplares da planta séo comumente utilizados como diurético e
no tratamento de infeccdes dérmicas, febre, distdrbios dos tratos gastrintestinal e respiratério,
bem como em inflamacGes e no tratamento da tosse (GIBBERT; BERTINI; KRUGER, 2017;
MELO et al., 2009).

Figura 2- (A) Habito arbdreo; (B) Flores; (C) Frutos e (D) Folhas de Syzygium malaccense.

\

it O

Fonte: Proprio autor.
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2.5 Metabolitos secundarios

Nas células dos seres vivos ocorre uma grande variedade de reacdes quimicas, que
atuam possibilitando o funcionamento celular. A essa totalidade de reacdes quimicas bioldgicas
da-se o nome de metabolismo e, nesse contexto, 0s Varios compostos envolvidos recebem o
nome de metabdlitos, que por sua vez podem ser classificados em primarios e secundarios
(SIMOES et al., 2017).

Os metabdlitos primarios séo formados pelas reagfes quimicas essenciais a vida e que
sdo comuns a todos os seres vivos. Essas reacdes envolvem processos anabdlicos, formacdo de
substancias a partir de outras mais simples, e processos catabolicos, degradacao de substancias
complexas em outras mais simples. Dentro desse conjunto de reacdes, encontramos, por
exemplo, aquelas que estdo envolvidas na liberacdo de energia para as células, bem como as
que estdo relacionadas com a transmisséo de informac@es genéticas. Os principais metabolitos
primarios que ocorrem nos seres vivos sdo: carboidratos, lipideos, acidos nucleicos e proteinas
(NESLSON; COX, 2014).

O metabolismo primario compreende as varias reacdes quimicas envolvidas na
transformacdo de moléculas de nutrientes nas unidades constitutivas essenciais da célula
(WATSON et al., 2015), reacOes essas que encontram-se envolvidas na manutencdo da
sobrevivéncia e do desenvolvimento celular (BERG; TYMOCZKO; STRYER, 2014).

Vegetais, micro-organismos e, em menor escala, animais apresentam vias metabdlicas
capazes de produzir e acumular substancias que ndo, necessariamente, estdo relacionadas de
forma direta @ manutencédo da vida do organismo produtor, sendo restritas a grupos especificos
de organismos. Este conjunto metabdlico é definido como metabolismo secundério, cujos
produtos, embora ndo sejam essenciais ao organismo produtor, garantem vantagens a
sobrevivéncia e a perpetuacio da espécie no ecossistema (SILVA, 2013; SIMOES et al., 2017).

As substancias que compdem o metabolismo secundario sdo produzidas em pequenas
quantidades e como estéo restritas a grupos particulares de seres vivos, podem ser usadas na
identificacdo e classificacdo bioldgica. Os metabdlitos secundarios exercem funcGes diversas
nas plantas, protegem contra herbivoros, ataque de patdgenos e as beneficiam na competicéo
com outros vegetais em um processo chamado alelopatia. Além disso, favorecem a atracao de
agentes polinizadores e de animais dispersores de sementes, bem como protegem o vegetal de
influéncias externas (temperatura, umidade e radiagdo ultravioleta) (RAVEN et al., 2014; TAIZ
etal., 2017).

A sintese de produtos do metabolismo secundario é influenciada por uma variedade de
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fatores ambientais que vao desde o clima até a composicéo quimica do solo (Figura 3). Esses
fatores podem levar a diferencas quimicas qualitativas e quantitativas em individuos da mesma
espéecie. Tal fato, pode ser evidenciado em estudos de atividades biologicas, com plantas
pertencentes a mesma espécie, que apresentam resultados divergentes (SIMOES et al., 2017;
GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

Figura 3- Fatores que podem inflluénciar a sintese e armazenamento de metabolitos

secundarios.

diano

Fonte: GOBBO-NETO; LOPES, 2007.

Os metabolitos secundarios constituem um grande conjunto de substancias e podem ser
classificados em trés grupos: terpenos, compostos fendlicos e compostos nitrogenados (TAIZ
et al., 2017). Estes por sua vez podem ser subdividos em outros grupos (Figura 4). Essa
diversidade de compostos faz com que os metabdlitos secundarios sejam potencialmente
promissores na busca por compostos com atividades bioldgicas e que possam ser usados como
principios ativos em formulagdes medicamentosas (ANDRADE, 2015; CUNHA et al., 2016b).

Os flavonoides constituem um grupo bastante diverso de compostos fendlicos,
encontrados em plantas medicinais, com atividades bioldgicas ja evidenciadas, como: anti-
inflamatoria, antidepressiva, antimicrobiana (acdo contra fungos, bactérias e virus) e

anticancerigena. Além dessas atividades, os flavonoides sdo bastante conhecidos por terem
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efeitos inibitorios sobre a producdo e acdo danosa de radicais livres. Essas propriedades
antioxidantes sdo derivadas de suas estruturas quimicas que possibilitam agir como doadores
de elétrons e/ou ions hidrogénio (AHMAD et al., 2015; MALEKI; CRESPO; CABANILLAS,
2019).

Outra classe de compostos fendlicos bastante encontrada em plantas medicinais sdo 0s
taninos. Estes sdo caracterizados por terem capacidade de inibir o crescimento de micro-
organismos como fungos e bactérias (FARHA et al., 2020). Além disso, estudos demonstraram
que os taninos possuem atividades antioxidante, cardioprotetora, neuroprotetora,

imunomodulatéria, anti-obesidade, antidiabética e anticancer (RAUF et al., 2019).

Figura 4- Principais classes de metabolitos secundarios.

hietabolitos secundarios

Terpenos Compostos fendlicos Compostos nifrogenados
- | Flavononas Alcaloides
Acidos fenclicos
| Isoflavonas
Lignanas
| Flavonois (Catequina)
Flavonoides
|
H -
Estilbenos avomas
| Flavonos
Taninos
Antociamdinas

Fonte: Préprio autor.

2.6 Micro-organismos patogénicos

2.6.1 Bactérias

As bactérias sdo organismos unicelulares, procariontes, heterotrofos ou autotrofos e

podem viver em col6nias ou em associacdo mutualistica com outros seres vivos. Muitas s&o
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conhecidas popularmente pelo fato de estarem relacionadas a doengas bastante conhecidas
como tuberculose, tétano e leptospirose (REECE et al., 2015).

Com base na constituicdo quimica da parede celular, as bactérias podem ser
classificadas em dois grupos: Gram-positivas e Gram-negativas. As diferencas existentes entre
esses dois grupos de bactérias sdo cruciais na viruléncia e suscetibilidade aos antimicrobianos.
Bactérias Gram-positivas possuem maior sensibilidade a acdo de antibidticos, em relacdo as
Gram-negativas, pois estas possuem uma membrana externa formada por fosfolipideos,
lipopolissacarideos e lipoproteinas que dificultam a penetracdo dos antimicrobianos, com a
consequente diminuicdo da concentracdo intracelular do farmaco e sua baixa acéo
antibacteriana (TORTORA; FUNKE; CASE, 2017).

Apesar de termos, atualmente, uma variedade de antibidticos destinados ao tratamento
de doencas bacterianas, estamos vivenciando um problema de saude publica: o surgimento de
micro-organismos restistentes aos antimicrobianos. Esse processo de resisténcia esta bastante
relacionado com o uso indiscriminado e errado desses medicamentos, bem como a variagfes
genéticas aleatorias que ocorrem nos patdgenos. Estes processos podem promover o
desenvolvimento de caracteristicas que inibem a ac¢do do antimicrobiano (Figura 5), como:
inativacdo enzimética do farmaco, modificacdo do alvo do antibidtico, extrusdo do
antimicrobiano por meio de bombas de efluxo, alteracdo da permeabilidade da membrana e
formacéo de biofilmes (LOUREIRO et al., 2016; ORTEGA, 2019; SILVA; AQUINO, 2018).

Figura 5- Principais mecanismos de resisténcia bacteriana a antibidticos.

antibacteriano
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Fonte: DIAS (2018).
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Alguns micro-organismos tém despertado o interesse médico devido ao fato de estarem
relacionados ao desenvolvimento de mecanismos de resisténcia, bem como serem bastante
comuns em infecgdes. Staphylococcus aureus é uma bactéria Gram-positiva, com formato
esférico, podendo viver isolada ou em coldnias com formato de cachos de uva. Esses micro-
organismos sdo comensais bastante comuns na pele e mucosas de seres humanos, porém em
certas ocasifes podem causar doencas que vao desde infecgdes simples (espinhas, furinculos e
celulites) até mais graves (pneumonias, endocardite e meniginte). Ja foram identificadas
linhagens de S. aureus resistentes a alguns farmacos, como penicilina, meticilina, vancomicina
e oxacilina (LAKHUNDL; ZANG, 2018; MIMICA; BERESIN, 2006; SANTOS et al., 2007).

Outras bactérias bastante comuns nas infeccbes em seres humanos sdo as Gram-
negativas Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa. Klebsiella pneumoniae é um
bacilo, pertencente ao grupo das enterobactérias, podendo ser encontrada em seres humanos
nas fezes e nasofaringe, estd associada a infecgBes do trato urinario, de tecidos moles,
pneumonias e septicemias; além de ja existirem cepas resistentes aos betalactamicos (SANTOS
2018; SILVA et al., 2019). Pseudomonas aeruginosa é um bastonete comumente relacionado
as infeccdes hospitalares, principalmente em pessoas com sistema imunoldgico deprimido.
Pode causar infeccBes nos tratos respiratorio e urinario, bem como septicemias. Ja foram
identificadas P. aeruginosa resistentes aos antibiéticos: gentamicina, imipenem, meropenem,
cefepine e ciprofloxacina (COSTA, 2019; MATOS et al., 2014; SANTQOS, 2018).

2.6.2 Fungos

Os fungos sdo organismos eucariontes, podendo ser uni ou pluricelulares, heterétrofos
por absorcdo e viventes em ambientes Umidos. Podem ser considerados, juntamente com as
bactérias, os recicladores da matéria organica, devido ao fato de serem decompositores. Sao
organismos que também estdo associados a algumas patologias conhecidas popularmente como
frieiras, tais como candidiase (TORTORA; FUNK; CASE, 2017).

A célula fangica possui parede celular com composicdo quimica bastante complexa.
Nela sdo encontrados polissacarideos (ligados ou ndo a proteinas ou lipideos), polifosfatos e
ions inorganicos. Sendo que os componentes mais abundantes da parede fungica sdo quitina,
glucanas (B-1,6-glucana e B-1,3-glucana), galactoproteinas e proteinas. Outra caracteristica
marcante das células fungicas é a auséncia de colesterol na membrana plasmatica, no entanto
um lipideo caracteristico presente é o ergosterol. Alguns antifingicos, como fluconazol, agem

inibindo a sintese do ergosterol provocando, dessa forma, alteracdes na permeabilidade da
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membrana plasmatica e consequente morte celular (MARDIGAN et al., 2016; FUKUDA et al.,
2009).

O aumento da incidéncia de doencas fungicas esta causando um problema de saude
publica. Tal fato, estd principalmente relacionado ao surgimento de espécies de fungos
resistentes aos antimicrobianos disponiveis para tratamento. Dois principais mecanismos de
resisténcia nesses organismos sdo: 1. Alteragcdes na enzima ianosterol 14-a-dimetilase, inibindo
a acao do farmaco na sintese de ergosterol e 2. Presenca de bombas de efluxo, que provocam
uma diminuicdo da concentragdo intracelular do farmaco (BEARDSLEY et al., 2018; JIN,
2019; MARGRIET et al., 2019).

Fungos do género Candida sdo micro-organismos leveduriformes que compdem a
microbiota normal da pele, do sistema urinério, do sistema grastrointestinal, da cavidade oral e
do sistema genital dos seres humanos. S8o organismos comensais, porém alteracdes da
microbiota, no sistema imunoldgico e variagdes do meio (pH e contetdo nutricional) podem
permitir o crescimento descontrolado desses fungos e ocasionar problemas de saude. Candida
albicans e C. tropicalis sdo exemplos de espécies desse género bastante comuns em infeccdes
fangicas e em mecanismos de resisténcia aos farmacos do grupo dos Azdis (LEE et al., 2020;
PRISTON; GHANNOUM, 2019).

2.7. Espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio

As espécies reativas sao moléculas ou atomos que possuem capacidade de reagir com
um grande nimero de estruturas e/ou componentes celulares. Nesse contexto, encontram-se 0s
radicais livres, espécies quimicas que possuem um ou mais elétrons livres desemparelhados na
camada de valéncia (MARTELLI; NUNES, 2014).

Os radicais livres sdo produzidos naturalmente nas células principalmente como
resultado do metabolismo aer6bico. Eles estdo associados a diversos processos fisioldgicos
como comunicacdo intercelular, fagocitose e producédo de energia. Alem disso, sdo capazes de
oxidar aleatoriamente moléculas bioldgicas essenciais como lipideos, proteinas e &cidos
nucleicos, o que pode resultar na perda dos efeitos fisiologicos dessas moléculas e inducéo de
efeitos deletérios (CUNHA et al., 2016a; OGA; CAMARGO; BATISTUZZO, 2014).

Os processos deletérios associados aos radicais livres, bem como as demais espécies
reativas, estdo relacionados ao desequilibrio entre a producao de espécies reativas e a inativacdo
delas por sistemas de defesa proporcionado por substancias conhecidas como antioxidantes.

Estas sdo capazes de inibir ou retardar a acdo de espécies reativas, bem como de reverter 0s
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danos oxidativos (BARBOSA et al., 2010; CAMPOS; LEME, 2018).

Diante desse contexto, a busca por produtos naturais com propriedades antioxidantes
tem tido destaque no meio cientifico. Existe uma quantidade consideravel de metabolitos
secundarios (por exemplo, compostos fendlicos) capazes de inativarem a acao de radicais livres
ou de reverterem 0s danos causados, podendo ter, consequentemente, possiveis aplicacdes no

tratamento de doengas onde essas espécies quimicas estejam presentes (CARVALHO, 2019).
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Resumo

Syzygium cumini (L.) Skeels e Syzygium malaccense (L.) Merr. & L. M. Perry popularmente
conhecidas como oliveira e jambo-vermelho, respectivamente, possuem diversas aplicacoes
terapéuticas. As folhas dessas plantas sdo usadas no tratamento de doencas cronico-
degenerativas relacionadas ao estresse oxidativo. Este trabalho teve como objetivos determinar
o teor de fenois totais, a atividade antioxidante e a toxicidade de extratos etanolicos das folhas
de Syzygium cumini e Syzygium malaccense. O teor de fenois totais foi determinado pelo
método de Folin-Ciocateu. Nas analises antioxidantes foram usados os ensaios de Inibi¢do do
radical livre DPPH® e Poder redutor de ion Fe®*. A avaliacéo da toxicidade foi realizada usando
0 microcrustaceo Artemia salina. O extrato de S. cumini apresentou teor de fenois de 91,72 mg
acido gélico/g extrato. Os ensaios antioxidantes revelaram Clso de 13,32 e 30,72 pg/mL para
DPPH® e para capacidade redutora de fon Fe®* respectivamente. O teste de toxicidade
apresentou CLso de 786,60 pug/mL. Para o extrato de S. malaccense, o teor de fenois foi de 27,61
mg acido galico/g extrato. Os ensaios antioxidantes revelaram Clso de 26,78 e de 31,52 pug/mL
para DPPH® e para capacidade redutora de ion Fe3* respectivamente. O teste de toxicidade
apresentou CLso de 857,28 pg/mL. Portanto, os extratos apresentam boa atividade antioxidante
e toxicidade de baixa a moderada, o que corrobora o uso medicinal.

Palavras-chave: Atividade antioxidante; Compostos fendlicos, Syzygium cumini; Syzygium
malaccense; Toxicidade.

1. Introducéo

Plantas sdo fontes de substancias antioxidantes que se caracterizam por atuarem na
inibicdo de acdes danosas causadas por espécies reativas. A acdo deletéria de espécies reativas
(ERs) esta associada ao desenvolvimento de diversas doencas cardiovasculares e
neurodegenerativas (Luo et al., 2020). Com isso, houve aumento nas pesquisas com plantas que

possuem substancias bioativas capazes de neutralizar ou prevenir o estresse oxidativo, agindo

*Autor para correspondéncia: Laboratério de Pesquisa de Produtos Naturais, Universidade Regional do Cariri
(URCA), Crato, Ceara, Brasil. E-mail: d.sa.lima@bol.com.br
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como antioxidantes naturais (Zhang et al., 2015).

As espécies Syzygium cumini (L.) Skeels e Syzygium malaccense (L.) Merr. & L. M.
Perry conhecidas popularmente como oliveira e jambo-vermelho, respectivamente, tém
utilizacdo tradicinal no tratamento e prevencao de doencas gastrointestinais, de inflamacoes e
de infeccBes. Essas espécies sdo caracterizadas por terem uma variedade de compostos
fendlicos (flavonois, taninos, catequinas e flavononois) e atividades antioxidante, anticancer e
hipoglicemiante (Baliga et al., 2011; Batista et al., 2017; Chhikara et al., 2018; Singh et al.,
2018).

Os compostos fendlicos compreendem um grupo diverso de metabdlitos secundarios
caracterizados por apresentar fenois compondo sua estrutura quimica. Uma atividade biolégica
caracteristica desses compostos € a capacidade de atuarem como antioxidantes através da
interacdo com proteinas pro-oxidantes e inibicdo direta de radicais livres ou ions metalicos
(Rahaiee et al., 2020; Simdes et al., 2017).

Devido as folhas de S. cumini e S. malaccense serem usadas para tratamento de doencas
relacionadas ao estresse oxidativo e trabalhos relacionados a atividade antioxidante para
espécimes das regides onde as plantas foram coletadas serem escassos, 0 presente trabalho teve
como objetivos determinar o teor de fenolis totais, avaliar a atividade antioxidante e a toxicidade
de extratos etandlicos das folhas de Syzygium cumini e Syzygium malaccense.

2. Materiais e métodos

2.1 Material vegetal e preparo dos extratos

As folhas de Syzygium malaccense foram coletadas no jardim da Universidade Regional
do Cariri, Crato, Ceara, Brasil (7°14'16.8"S 39°24'57.8"W) e as folhas de Syzygium cumini
foram coletadas no jardim da Escola de Ensino Fundamental Edward Teixeira Ferrer, Juazeiro
do Norte, Ceard, Brasil (7°13'04.0"S 39°18'46.8"W). Partes aéreas com estruturas reprodutivas
foram depositadas no Herbario Caririense Dardano de Andrade Lima da Universidade Regional
do Cariri (URCA).

Os extratos foram obtidos das folhas secas (133,47 e 151,03 g para S. malaccense e S.
cumini respectivamente) por maceracdo em etanol PA durante 72 horas (Matos, 2009). Em
seguida, as solucdes foram filtradas e destiladas em evaporador rotativo sob presséo reduzida a
60 °C. Ap0s evaporacgdo de todo o solvente, os extratos brutos foram pesados e armazenados a

temperatura ambiente.
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2.2 Teor de fenois totais

O teor de compostos fenolicos dos extratos foi determinado pelo método desenvolvido
por Singleton e Rossi (1996), modificado por Nuutila et al. (2003). Em tubos de ensaios, foram
adicionados 25 uL do extrato, 625 uL. de Folin-Ciocalteu 10% (v/v) e 500 pL de solugdo de
carbonato de sédio 7,5% (m/v). As misturas foram homogeneizadas e incubadas por 20 minutos
a 45 °C no escuro e, em seguida, as leituras foram realizadas em espectrofotdmetro UV-visivel
a 765 nm. As concentracdes dos extratos utilizadas variaram de 32 a 125 ug/mL. As analises
foram realizadas em triplicata e o conteido de compostos fendlicos foi calculado a partir da
curva de calibracéo usando &cido galico (AG).

2.3 Testes antioxidantes

2.3.1 Inibicdo do radical livre DPPH*

A atividade sequestradora de radical livre foi determinada pelo método
fotocolorimétrico de DPPH*® (2,2, difenil-1-picril-hidrazil), conforme Choi et al. (1994) com
modificagdes.

Foram preparadas diferentes concentragoes (5, 10, 25, 35, 75 e 100 pg/mL) do extrato,
diluidas em etanol PA. Em uma microplaca de ELISA de 96 pogos foram adicionados 150 uLL
de cada concentragdo, em duplicata, e 150 pL da solugdo etanolica do radical livre DPPH® &
0,3 mM. Para o branco, foram usados 150 pL de etanol PA ¢ 150 puL da solugdo do extrato para
cada concentragdo utilizada. O controle negativo consistiu em 150 pL de solugdo etandlica de
DPPH*® 0,3 mM e 150 pL de etanol PA. O controle positivo foi feito com acido ascorbico e
catequina, bem como seu branco, com base nos mesmos procedimentos usados na preparagao
das diferentes concentragdes dos extratos. Apds 30 minutos de incubacdo em temperatura
ambiente, ao abrigo da luz, foram realizadas as medidas de absorbancia a 518 nm em um
espectrofotobmetro de UV-visivel.

Os valores de inibicdo do radical DPPH® foram expressos em porcentagens (%) e

calculados usando a seguinte equagéao (Figura 1):
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Figura 1: Férmula para calculo da porcentagem de inibicéo do radical DPPH*®

%% 1mbigio de DPPH = [(Abs. Contrels - (Abs. Extrato — Abs. Brancs)] x 100%
Abs. contrale

Fonte: Proprio autor. Legenda: AbS. controle negativo € @ absorbancia da solugéo de DPPH® sem extrato; AbS. extrato € @

absorbancia do extrato com DPPH®; Abs. granco € @ absorbancia do extrato sem DPPH®.

De acordo com os dados obtidos da atividade antioxidante em diferentes concentracoes,
determinados em duplicata, foi calculada, por meio do software GraphPad Prism, a
concentracdo inibitoria capaz de inibir 50% do radical DPPH* (Clso) e o valor final foi expresso

em pg/mL.

2.3.2 Poder redutor de jon Fe3*

A capacidade do extrato em reduzir fon Fe®* foi determinada através do ensaio da o-
fenantrolina (o0-phe), segundo o método de Minnoti e Aust (1987) com modificacGes.

Aliquotas dos extratos foram misturadas, em separado, com ion Fe®* in vitro usando
uma solucéo de FeClz 1200 uM, em ambiente escuro e refrigerado. Depois foram extraidos das
misturas (Fe*® + extrato), volumes de 50 uL e colocados em microplacas ELISA de 96 pogos
com 250 pL da mistura (dgua milig, Tris-HCI 0,1 M pH 7.4 e o-phe 300 uM) obtendo
concentragdes finais dos extratos de 5, 25, 35 e 50 pg/mL e do ion Fe3* de 100 uM. O controle
de ion Fe?* 100 uM foi feito a partir de uma solucdo aquosa de FeSOs 1200 pM. Foram
produzidos os respectivos brancos das concentragdes e do Fe 3* (275 pL de agua miliq + 25 pL
do componente de cada branco). O controle positivo foi feito com catequina, nas mesmas
condicdes do teste, porém na concentracdo Unica de 10 pg/mL.

A absorbancia foi medida em um espectrofotdbmetro UV-visivel a 510 nm. As

porcentagens de reducdo foram calculadas usando a equacédo abaixo (Figura 2):

Figura 2: Equacdo para calculo do poder de reducéo do ion Fe®*.

Pod. Red. Fe*3(%) = [(Abs. ExtratoFe™ - AbS. Ext bran Fao) — Abs. Comtrole F=7 1x100%
Abs. Controle Fa'™=

Fonte : Proprio autor. Legenda: ADS. cont re?* € a absorbancia da o-phe com Fe?* sem extrato; Abs. cont re** € @
absorbancia da o-phe com Fe®* sem extrato, Abs. exrato Fe>* € @ absorbancia do extrato com o-phe e Fe®*; Abs. gx:

bran. Fe>' € @ absorbancia do extrato sem o-phe com Fe®*.
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2.4 Teste de toxicidade frente ao microcrustaceo Artemia salina

Uma solucdo salina foi preparada utilizando 72,4 g de sal marinho em 2 L de agua
destilada, sendo o pH ajustado entre 7.0 e 9.0 com NaHCO3. Colocou-se 200 mg de ovos de
Artemia salina para eclodir em 400 mL da solugéo salina (36.2 g/L), durante 24 horas, sob
continua aeracdo e exposicdo a luz e temperatura entre 27 e 30 °C. As solugdes dos extratos
foram preparadas com solucgéo salina em concentragdes que variaram de 10 a 1000 pg/mL. Em
triplicata, dez (10) Artemia salina foram colocadas em 10 mL de solugdo dos estratos nas
diferentes concentragdes analisadas, tendo como parametro de avaliagdo o nimero de nauplios

mortos ap0s 24 horas (Meyer et al., 1982).

2.5 Andlise estatistica

Os resultados foram calculados como média + desvio padrdo (DP). As analises
estatisticas dos testes foram feitas por meio do software Graphpad Prism, v. 6.0. Para a
determinacdo do de teor fenois totais, a curva de calibracdo e o coeficiente de correlacdo (r)
foram obtidos e calculados por regressao, e as analises dos dados dos extratos foram feitas
através do teste T student. Os testes antioxidantes foram analisados através de um modelo de
analise de variagdo (ANOVA) e teste de multiplas comparacbes de Tukey. Os dados de
toxicidade foram analisados via regressao linear, usando o programa MS Excel para Windows

2010. As diferencas com p < 0,05 foram consideradas estatisticamente significativas.

3. Resultados e discussao

3.1 Teor de fenois totais

A concentragdo de compostos fenolicos esta relacionada a atividade antioxidante de
extratos. Dessa forma, por meio da quantificacdo desses compostos pode-se avaliar, de forma
indireta, a potencialidade antioxidante de extratos (Piris et al., 2017).

Os teores de fenois totais dos extratos de S. cumini e S. malaccense foram calculados
como equivalentes de acido galico (Figura 3). A curva de calibracéo esta representada na Figura
4 com equacao Y= 0,1283X + 0,06993 e R? de 0,9876. Podemos verificar que o extrato de S.
cumini (oliveira) apresentou um teor de compostos fendlicos maior que o extrato de S.

malaccense (jambo), possuindo uma maior evidéncia quanto a capacidade antioxidante
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Figura 3: Teor de fenois totais dos extratos etandlicos das folhas de Syzygium cumini e Syzygium

malaccense
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Valores expressos como média = desvido padrdo e andlises realizadas pelo teste T de Student com p < 0,05
estatisticamente significativo. Legenda: CFT: Conteldo de Fenois Totais, EEFSc: Extrato Etandlico das Folhas de

S. cumini, EEFSm: Extrato Etanélico das Folhas de S. malaccense.

Figura 4: Curva de calibracdo do &cido galico
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O teor de fenois totais das folhas de S. cumini j& foi determinado em outros estudos.
Soares et al. (2019) identificaram em extratos aquosos e metandlicos um teor de fenois totais
de 231 * 26,63 ug GAE/mg de extrato e 221 + 14,18 ug GAE/mg de extrato respectivamente.
Analisando extratos etandlicos das folhas de S. cumini coletadas em diferentes localidades;
Hidayati, Sauriasari e Elya (2020) obtiveram teores de fenois totais que variaram de 331,27 a
476,18 mg GAE/g de extratos.

Para S. malaccense, Arumugam et al. (2014) obtiveram, a partir de extratos etanélicos
produzidos com as folhas, teor de fenois totais equivalente a 125,81 + 0,003 mg GAE/g de
extrato. Extratos das folhas de S. malaccense produzidos com hexano, acetato e metanol
apresentaram teores de fenois totais de 587,17 + 19,48; 1.617,47 + 4,63 e 1.319,49 + 9,26 ug
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GAE/ 10 mg de extrato seco, respectivamente (Itam e Han, 2020).

As diferencgas observadas entre os teores de fenois totais obtidos neste trabalho e os
obtidos por outros estudos, podem estar relacionadas a superficie de contato das folhas,
condicdes de extracdo, época de coleta das amostras e localizacdo dos espécimes (Balyan et al.,

2019). No entanto, os resultados apresentaram equivaléncia ao demonstrar boa quantidade de
compostos fenolicos.

3.2 Ensaio da atividade sequestradora de radical livre DPPH*®

Os resultados da atividade antioxidante dos extratos e dos controles positivos catequina

e acido ascorbico estdo representados na Figura 5. Pode-se observar que a partir da

80 a 88 % do radical livre DPPH®, sendo estes valores maiores que os obtidos pela catequina.
O EEFSm (Extrato Etanolico das Folhas de Syzygium malaccense) na concentracdo de 100
pg/mL apresentou capacidade de inibicdo do radical maior que a catequina e préxima ao acido
ascobico e EEFSc. Os resultados revelaram uma atividade antioxidante melhor do EEFSc (Clso
de 13,32 pg/mL) em comparacdo com o EEFSm (Clso de 26,78 pug/mL), porém ambos 0s
extratos obtiveram valores de Clso maiores que os controles positivos acido ascorbico (Clso de
11,4 pg/mL) e catequina (Clso de 2,3 pg/mL).

Figura 5: Atividade sequestradora de radical livre dos extratos etandlicos das folhas de
Syzygium cumini e de Syzygium malaccense.

Y% inibi¢iio do DPPH’

5 10 25 35 50 75 100
Concentracio (ug/mL)

-o- EEFSc -=- EEFSm Ac. asc. -+ (Catequina

Valores expressos como média + desvio padrdo com p < 0,05 estatisticamente significativo. Legenda: EEFSc -

Extrato Etanolico das Folhas de S. cumini, EEFSm - Extrato Etandlico das Folhas de S. malaccense, Ac. asc. —
Acido Ascérbico.
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A capacidade de extratos das folhas de S. cumini inibirem o radical DPPH® ja foi
demonstrada em outros estudos. Ahmed et al. (2019) constataram que o extrato metandlico das
folhas de S. cumini apresentou boa capacidade de inibi¢cdo do radical com Clso de 133 pg/mL.
Analisando a capacidade antioxidante de extratos alcoolicos das folhas de S. cumini, Lima et
al. (2019) e Mubassara et al. (2014) evidenciaram uma boa inibi¢éo do radical DPPH*® tendo
como resultados, respectivamente, uma Clso de 9,85 pg/mL e uma inibicdo total de 70%.
Ambos 0s autores destacam que esses resultados estdo relacionados a presenca de metabolitos
secundarios com propriedades antioxidantes, como 0s compostos fenolicos.

Trabalhos realizados com extratos metandélicos e suas fragdes também demonstraram a
atividade antioxidante das folhas de S. cumini. Begum, Banerjee e De (2018) obtiveram Clso
no valor de 20,18 ug/mL. Haroon, Jalani e Arshad (2015) avaliaram extratos metandlico,
hexanico, cloroférmico e aquoso identificando um teor maior de compostos fenolicos nos
extratos aquoso e metandlico, estes foram, também, os que tiveram maior efetividade na
inibicdo do radical DPPH"®.

Estudos realizados com extratos produzidos com as folhas de S. malaccense também ja
evidenciaram a capacidade antioxidante dessa planta. A presenca de compostos fenolicos é
considerada um fator determinante para a capacidade que esses extratos possuem de inibir a
acao de radicais livres. Arunugam et al. (2014) avaliaram a capacidade antioxidante do extrato
etandlico das folhas de S. malaccense usando trés metodologias diferentes e obtiveram como
resultados Clso de 16,65 pg/mL para o ensaio de inibi¢do do DPPH®, Clso de 47,27 pg/mL para
a capacidade de inibig&o do radical ABTS e Clso de 333,00 ug/mL para a capacidade de inibicdo
do Oxido nitrico.

Extratos produzidos com folhas de S. malaccense e usando como solventes hexano,
metanol e acetato de etila também ja foram usados para avaliar a atividade antioxidante, sendo
que o extrato metandlico foi o que obteve o melhor resultado (Clso 10,77 pug/mL) para o ensaio
de inibig&o do radical livre DPPH® (Ramadhania et al., 2017).

De acordo com Phongpaichit et al. (2007), extratos com Clso < 10 pg/mL podem ser
considerados bons antioxidante, ja os que possuem Clso 10 a 50 pg/mL possuem acdo
antioxidande moderada. Nesse contexto, os extratos etandlicos da folhas de S. cumini e S.
malaccense sdo considerados como tendo uma capacidade antioxidante moderada, pois

obtiveram Clsp de 13,32 e 26,78 ug/mL, respectivamente.
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3.3 Poder redutor de ion Fe*®

Os resultados da atividade antioxidante, por meio da reducio do Fe*3, dos extratos esto
representados na Figura 6. Pode-se observar uma capacidade redutora crescente, com o aumento
das concentragcfes de ambos os extratos. O EEFSc apresentou Clso de 30,72 pg/mL e 0 EEFSm
Clso de 31,52 pg/mL. A reducéo do Fe*3 para Fe*? inibe a participacao do ion férrico em reacdes
relacionadas ao estresse oxidativo. O controle positivo foi realizado com catequina na
concentracdo de 10 pg/mL, a qual obteve porcentagem de reducdo no valor de 41,66 %. Valores
de reducdo préximos ao da catequina foram obtidos na concentragdo de 25 pg/mL,
evidenciando que os extratos das duas plantas analisadas possuem capacidade de redugdo menor

que o controle positivo.

Figura 6: Atividade redutora dos extratos etanolicos de Syzygium cumini e de Syzygium

malaccesense.
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Valores expressos como média = desvio padrio com p < 0,05 estatisticamente significativo. Legenda: EEFSc -
Extrato Etanélico das Folhas de S. cumini, EEFSm - Extrato Etandlico das Folhas de S. malaccense, Ac. Asc. —

Acido Ascorbico. ns — Néo significativo.

Estudos anteriores ja destacaram a capacidade redutora do ifon Fe*® de extratos
produzidos com as folhas das espécies usadas neste estudo. Analisando a capacidade redutora
de ion férrico para ferroso, Haroon et al. (2015) identificaram a atividade redutora do extrato
metandlico das folhas de S. cumini e suas fragfes. Kaneira e colaboradores (2011) verificaram

que extratos das folhas de S. cumini produzidos com diferentes solventes também possuem
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capacidade redutora de fon Fe™ e relacionaram tais resultados a presenca de compostos
fendlicos, pois esses compostos possuem capacidade de atuarem em mecanismos de reducao
por meio da doagdo de elétrons ou ions H.

A acdo redutora de extratos das folhas de S. malaccense também ja foi evidenciada em
trabalhos. Usando a metodologia FRAP, na qual verifica-se a capacidade do extrato em reduzir
o fon Fe*® presente no complexo [Fe(I11)(TPTZ)2]*3; Savi et al. (2019) e Batista et al. (2017)
evidenciaram a capacidade de extratos das folhas de S. malaccense de promover a reducgéo do
ion férrico. Essa atividade também foi relacionada com a presenca de compostos fendlicos.

Ao compararmos os resultados da atividade redutora obtidos no presente trabalho com
os obtidos na literatura podemos perceber uma concordancia, além de que a presenca de

compostos fendlicos também corrobora com os resultados observados.

3.4 Teste de toxicidade frente ao microcrustaceo Artemia salina

No teste de toxicidade frente ao microcrustaceo foi obtida uma concentragao capaz de
matar 50% dos microcrustaceos (CLso) de 857,28 e 786,60 ng/mL para S. malaccense e S.
cumini respectivamente. Meyer et al. (1982) classificaram extratos vegetais como nao tendo
toxicidade quando possuem CLso maior que 1000 pg/mL no teste de letalidade com A. salina.
Nesse contexto, os extratos de S. cumini e S. malaccense podem ser considerados como tendo
toxicidade de baixa a moderada.

Freitas et al. (2019), avaliando a toxicidade das folhas de S. malaccense obteveram CLso
537 pg/mL e 564,34 ng/mL para extratos aquosos e etandlicos respectivamente. Para o exrato
etanolico o resultado foi proximo ao obtido no presente trabalho, envidenciando, também, uma
toxicidade moderada do extrato.

Para S. cumini, Lima et al. (2019) analisaram a toxicidade frente a 4. salina de extratos
etanolicos das folhas obtendo CLso de 616,50 pg/mL, resultado préximo ao obtido neste
trabalho. Outras partes da planta foram analisadas em estudos de toxicidade frente ao
microcrustaceo. Bitencourt et al. (2016), verificaram que extratos aquosos das sementes de S.

cumini ndo apresentam toxicidade.
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4. Conclusao

O extrato de S. cumini apresentou um teor maior de compostos fenolicos que o de S.
malaccense. Nas analises da atvidade antioxidante, foram obtidos resultados relevantes,
podendo-se afirmar que os extratos sdo bons antioxidantes, especificamente em relagdo a
capacidade de inibir a agdo do radical DPPH® e de reduzir o ion Fe**.

Em relacdo a toxicidade, ambos os extratos apresentaram toxicidade de baixa a
moderada frente ao microcrusticeo Artemia salina.

Os resultados obtidos evidenciaram que os extratos de S. cumini e S. malaccense
possuem quantidade de compostos fenolicos que lhes conferem expressivas bioatividades que
corroboram com o uso na medicina popular. No entanto, sdo necessarios testes experiemtnais
in vivo e farmacoldgicos para elucidacdo dos mecanismos de acdo e viabilidade terapéutica

desses extratos.
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4. Os extratos possuem baixa-moderada toxicidade.
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Resumo

Syzygium cumini (L.) Skeels e Syzygium malaccense (L.) Merr. & L. M. Perry, popularmente
conhecidas como oliveira e jambo-vermelho, respectivamente, sdo ambas usadas na medicina
tradicional para tratar infec¢bes bacterianas e fangicas. A prospeccéo fitoquimica foi realizada
para detectar as classes de metabolitos secundarios. A atividade antibacteriana foi analisada
pela determinacdo da concentracédo inibitoria minima (CIM) contra as cepas de Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 15442), Klebsiella pneumoniae (ATCC 10051) e Staphylococus aureus
(ATCC 6538). A concentracdo capaz de inibir 50% do crescimento fungico (Clso) e a
concentracdo fungicida minima (CFM) contra Candida albicans e Candida tropicalis foram
determinadas. A capacidade dos extratos em modular a resisténcia antimicrobiana foi avaliada
em associacdo com drogas antibacterianas e fluconazol. A prospeccao fitoquimica revelou
presenca de fenois, taninos hidrolisaveis, flavonas, flavonois, xantonas, chalconas, auronas,
flavononois, leucoantocianidinas e catequinas em ambos os extratos. Os extratos de S. cumini
e S. malaccense apresentaram valores de CIM de 512 e acima de 1024 pg/mL, respectivamente,
contra todas as cepas bacterianas. Os extratos apresentaram baixa atividade antifingica
intrinseca, aumentaram a atividade antibacteriana dos antibidticos, além de terem
potencializado a atividade do fluconazol. Em conclusdo, Syzygium cumini e Syzygium
malaccense apresentam atividades antimicrobianas promissoras, além de modularem a
resisténcia aos antimicrobianos, corroborando para o uso dessas plantas no desenvolvimento de

farmacos direcionados ao combate a resisténcia antimicrobiana.

Palavras-chave: Antibacterianos, Antifangicos, Resisténcia antimicrobiana, Myrtaceae.
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Introducéo

A biodiversidade brasileira se destaca como fonte notavel de compostos bioativos, cuja
identificacdo tem sido significativamente influenciada pelo conhecimento associado ao uso de
espeécies de plantas na medicina tradicional (Valle & Bolzani 2019). As plantas medicinais séo
espeécies vegetais que produzem metabdlitos secundarios com propriedades farmacologicas, o
que as tornam Uteis a prevencdo e ao tratamento de doencas (JC Cardoso, Oliveira & FCI
Cardoso 2019; Lacerda-Neto et al. 2019).

Nesse contexto, estudos anteriores demonstraram as propriedades farmacoldgicas de
espécies de Syzygium. Nativa da India, S. cumini (L.) Skeels (Syzygium jambolana Dc, Eugenia
cumini e Eugenia jambolana Lam.) é uma planta amplamente encontrada no Brasil. Estudos
tém demonstrado que esta espécie possui propriedades hipoglicémicas, antimicrobianas,
anticancer, diuréticas, cardiotonicas, anti-inflamatdrias, estimulantes, anticonvulsivantes, anti-
hemorréagicas e antiescorblticas, que podem estar relacionadas a presenca de constituintes
quimicos como flavonoides, alcaloides e taninos (Blair et al. 2015; Boovaragamoorthy et al.
2019; Carvalho et al. 2019). Pesquisas anteriores também indicaram que S. malaccense,
popularmente conhecida como jambo-vermelho, possui propriedades antioxidantes,
antimicrobianas, anti-inflamatdrias e hipoglicémicas, que podem ser atribuidas a acdo de
constituintes como flavonois, catequinas, antocianinas, taninos e carotenoides (Baliga et al.
2011; Whu 2015). A presenca de constituintes com significativa agao biologica indica que essas
especies podem ser fontes promissoras de moléculas Uteis ao desenvolvimento de agentes
terapéuticos para o tratamento de problemas de salde atuais.

A resisténcia aos antimicrobianos representa uma importante preocupacao médica, uma
vez que as taxas de mortalidade por doencas infecciosas aumentaram significativamente nos

ultimos anos (Migliato et al. 2007). A resisténcia aos antimicrobianos convencionais
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desenvolvida por microrganismos como bactérias, fungos e virus resulta de mudancas genéticas
que promovem o desenvolvimento de caracteristicas (expressdo de bombas de efluxo,
alteracdes no sitio ativo e producdo de enzimas degradativas) que os tornam capazes de inibir
a acdo de farmacos. (Batista et al. 2017; Singh et al. 2018; Freitas et al. 2019).

Portanto, considerando as evidéncias de que Syzygium cumini e Syzygium malaccense
possuem constituintes com potencial atividade antimicrobiana, este estudo teve como objetivos
identificar as classes de metabdlitos secundarios, bem como caracterizar as propriedades
antibacterianas e antifungicas in vitro dos extratos etanolicos obtidos das folhas dessas espécies,

sozinho ou em combinacdo com agentes antimicrobianos convencionais.

Materiais e métodos

Material botanico

As folhas de Syzygium malaccense foram coletadas no jardim da Universidade Regional
do Cariri (URCA), Crato, Brasil (S 7° 14'16,8" W 39° 24'57,8"), enquanto as folhas de Syzygium
cumini foram coletadas no jardim da Escola de Ensino Fundamental Edward Teixeira Ferrer,
Juazeiro do Norte, Cear4, Brasil (S 7° 13'04,0" W 39° 18'46,8"). Foram preparadas uma exsicata
de cada espécie e estas foram depositadas e registadas no herbario da Universidade Regional
do Cariri.

Para a preparacéo dos extratos etanolicos, as folhas secas de S. malaccense (133,47 g) e
S. cumini (151,03 g) foram maceradas em etanol P.A. por 72 h (Matos 2009). Os extratos foram
filtrados em papel filtro, evaporados em evaporador rotativo a 60 °C sob presséo reduzida,

pesados e armazenados em temperatura ambiente.
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Prospeccdo quimica

Foram preparadas solucBes usando-se 300 mg de cada extrato e 30 mL de etanol P.A.
Aliquotas de 3 mL de cada extrato foram transferidas para tubos de ensaio e a presenca de
classes especificas de metabdlitos secundarios foi analisada pela observacgéo de precipitacdo ou
mudanca na cor da solucdo do extrato apos adicdo de reagentes especificos (Matos 2009;

Simdes et al. 2017).

Linhagens, culturas e tratamento

Cepas bacterianas de Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 15442) e Klebsiella pneumoniae (ATCC 10051) e cepas fangicas de Candida albicans
(40006) e Candida tropicalis (40042) foram obtidas do Instituto Nacional de Controle de
Qualidade em Saude (INCQS, FIOCRUZ, RJ). As cepas bacterianas e flngicas foram
cultivadas em Heart Infusion Agar (HIA) e Sabouraud Dextrose Agar (SDA), respectivamente,
a 37 °C por 24 h. As amostras foram transferidas do meio sélido para tubos de ensaio contendo
soro fisioldgico estéril e a turbidez foi avaliada usando um valor de 0,5 na escala de McFarland,
correspondendo a 108 UFC (NLCC 2002).

As solugbes matriciais dos extratos foram preparadas usando-se 10 mg dissolvidos em
1 mL de DMSO para atividade antibacteriana e 200 mg dissolvidos em 2 mL de DMSO para
atividade antifungica. Estas solucdes foram diluidas em agua destilada estéril até atingir
concentracdo de 1.024 ug/mL para bactérias ¢ 16.384 pug/mL para fungos. Os farmacos de
referéncia foram diluidos em agua destilada estéril. Para betalactalactamicos (benzilpenicilina
e cefalotina) e aminoglicosideos (amicacina e gentamicina) foi obtida uma concentracao

matricial de 1.024 pg/mL. Para fluconazol a concentragdo matricial foi de 16.384 pg/mL.
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Determinacgdo da concentracdo inibitéria minima (CIM)

Ap0s incubacédo, uma solucgdo 1:10 de cada cultura bacteriana foi preparada em tubos de
ensaio, pela adicdo de 150 pL de indculo e 1.350 pL de BHI (Brain Heart Infusion) 10%. Um
total de 100 pL desta solucao foi transferido para cada poco de uma placa de 96 pocos. Em
seguida, cada poco foi adicionado com 100 pL do tratamento correspondente diluido em série
(1:2) em concentracfes que variam de 512 a 8 pg/mL. Pogos contendo apenas o indculo em
BHI foram usados como controle de crescimento (Javadpour et al. 1996). As placas de 96 pocos
foram incubadas em estufa a 37 °C por 24 h. O crescimento bacteriano foi analisado
adicionando 25 pL de resazurina sodica a cada pogo e incubando a placa em temperatura
ambiente por 1 h. A CIM foi definida como a menor concentracao capaz de inibir o crescimento
bacteriano, observada pela alteracéo da cor da solucdo. Todos os experimentos foram realizados

em triplicata (CLSI 2013).

Anélise da modulacdo da resisténcia a antibacterianos

Para analisar os efeitos dos extratos etandlicos de S. malaccense (EESm) e S. cumini
(EESc) na resisténcia aos antibidticos betalactamicos (benzilpenicilina e cefalotina) e
aminoglicosideos (amicacina e gentamicina), esta pesquisa seguiu a metodologia proposta por
Coutinho e colaboradores (2008) com adaptacdes. Para tanto, solu¢des com indculo bacteriano
foram preparadas em meio BHI com cada extrato em concentragdo equivalente a CIM+8. Os
pocos em uma placa de 96 pogos foram preenchidos com 100 pL destas solucdes e, em seguida,
antibioticos foram adicionados, por diluicdo em série, aos po¢os em concentracdes variando de
512 a 0,5 pg/mL. Uma reducdo na CIM dos antibioticos pelos extratos foi interpretada como

aumento da atividade antibidtica (modulacdo da resisténcia aos antibioticos). Os controles
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experimentais e os valores de CIM para cada antibidtico, na presenca ou auséncia dos extratos,

foram determinados conforme descrito no subtopico anterior.

Analise de viabilidade celular e determinacdo de Clso contra cepas de Candida

Para analisar a viabilidade celular das cepas fangicas apds tratamento com 0s extratos,
cada po¢o de uma placa de 96 pogos foi preenchido com 100 uL. de meio SDB (Sabouraud
Dextrose Broth) duplo concentrado contendo 10% do indculo fungico. Em seguida, 100 pL de
extrato ou fluconazol (controle antifungico padrdo) foram adicionados ao primeiro poco,
seguido por dilui¢cdes em série para atingir concentragdes que variam de 8.192 a 8 pg/mL. Pocos
contendo apenas o indculo no meio SDB foram usados como controle de crescimento
(Javadpour et al. 1996). Controles de diluicdo, nos quais o indculo foi substituido por cloreto
de sddio 0,9 % e meio estéril, também foram usados. As placas foram incubadas a 37° C por
24 horas e, em seguida, as leituras foram realizadas a 630 nm em espectrofotdémetro (Morais-
Braga et al. 2016). Os dados foram usados para determinar a viabilidade celular e calcular a

Clso de cada tratamento.

Determinacdo da concentragdo fungicida minima (CFM)

A concentracdo fungicida minima (CFM) foi avaliada conforme descrito por Ernest et
al. (1999) com modificacdes. O conteudo de cada pogo das placas utilizadas no teste anterior
(exceto os pogos controle) foi homogeneizado com um bast&o esteril e cultivado em uma placa
de Petri contendo meio de cultura Sabourand Dextrose Agar (SDA). As placas foram incubadas
a 37 °C por 24 h e o crescimento de colonias de Candida nas placas foi analisado. A CFM foi

definida como a menor concentracao capaz de inibir o crescimento de colbnias de fungos.
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Analise da modulacdo da resisténcia ao fluconazol

A andlise da modulacdo da resisténcia ao fluconazol foi realizada conforme descrito
anteriormente (Coutinho et al 2008). Resumidamente, cada po¢o de uma placa de 96 pocos foi
preenchido com 100 pL. de meio SDB duplo concentrado contendo 10% do inoculo fingico e
extratos em concentracdes subinibitorias (equivalente ao seu CFM+16). Em seguida, 100 pL
de fluconazol foram adicionados ao primeiro pogo, seguido por diluicdes em série para atingir
concentragdes que variam de 8.192 a 8 pg/mL. Pogos sem fluconazol foram usados como
controles de crescimento (Javadpour et al. 1996). Foram feitos os controles de diluicdo com
cloreto de sédio a 0,9 % ao em vez do indculo. As placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas
e, em seguida, as leituras foram realizadas a 630 nm em espectrofotdmetro (Morais-Braga et al.
2016). Os dados foram usados para determinar a viabilidade celular e calcular a Clso de cada

tratamento.

Analise estatistica

Os dados sdo expressos como médias + desvio padrdo. A significancia estatistica foi

determinada usando ANOVA de uma via com o teste post hoc de Bonferroni. Todos o0s

experimentos foram realizados em triplicata (bactérias), quadruplicata (fungos) e analisados

usando Graphpad Prism verséo 6.0.

Resultados

Prospeccdo quimica
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O extrato de S. cumini obteve rendimento de 4,2% e o extrato de S. malaccense de
13,41%. A prospeccao evidenciou presenca de taninos e flavonoides (Tabela 1), ndo revelando

diferencas quimicas entre as espécies analisadas.

Andlise antibacteriana

Os resultados evidenciaram que o Extrato Etandlico de S. cumini (EESc) possui acao
antimicrobiana frente as bactérias Gram-positvas e Gram-negativas testadas. Tal fato ndo pode
ser aplicado aos resultados obtidos para o Extrato Etanolico de Syzygium malaccense (EESm),

pois ndo foi verificada uma CIM dentre as concentraces analisadas (Tabela 2).

Efeitos dos extratos de S. cumini e S. malaccense na resisténcia aos antibacterianos

Os efeitos dos extratos sobre a resisténcia aos antibidticos foram avaliados pela
determinacdo da CIM de cada antibi6tico na presenca ou auséncia dos produtos naturais (Figura
1). A associagdo do EESc com antibioticos betalactdmicos contra K. pneumoniae ndo resultou
em alteracdo significativa da atividade antibi6tica. Por outro lado, os efeitos desses antibidticos
contra S. aureus foram significativamente potencializados, bem como contra P. aeruginosa,
exceto para a cefalotina, cuja associacao resultou em efeito antagdnico. Em relacdo a atividade
dos aminoglicosideos, constatou-se que o extrato potencializou a acao dos antibidticos em todas
as associagOes avaliadas neste estudo. Ressalta-se que o efeito sinérgico mais significativo foi
observado na associagdo do extrato com amicacina contra P. aeruginosa, causando uma
reducdo da CIM em cerca de 97%, indicando uma potente modulacdo da resisténcia a esse
antibiotico.

A associagdo do EESm com antibioticos contra S. aureus ndo resultou em melhora da
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atividade antibiotica, exceto para gentamicina. Por outro lado, o extrato potencializou a
atividade de betalactamicos e aminoglicosideos contra K. pneumoniae e P. aeruginosa. O efeito
sinérgico mais significativo foi observado na associacdo do extrato com gentamicina contra K.

pneumoniae, causando uma reducéo da CIM em cerca de 69%.

Atividade antifangica de Syzygium cumini

As curvas de viabilidade celular de C. albicans e C. tropicalis na presenca de diferentes
tratamentos sdo mostradas na Figura 3. O tratamento com EESc causou pouca inibicdo no
crescimento de ambas as cepas em relacdo ao controle (fluconazol). Em concordancia, o extrato
apresentou valores de CFM acima de 16.384 ug/mL contra ambas as cepas, indicando baixa
atividade antiflngica intrinseca. Entretanto, a associacdo de fluconazol com a concentracdo
subinibitoria do extrato, frente C. albicans, potencializou a acdo do farmaco controle em
concentragdes acima de 1.024 pg/mL. Esses achados sdo corroborados pelos dados
apresentados na Tabela 3, que mostra reducgéo da Clso do fluconazol quando associado ao EESc.
Por outro lado, esse extrato antagonizou a atividade do fluconazol contra C. tropicalis a partir

de 126 pg/mL (Figura 3), aumentando a Clso do farmaco padrédo (Tabela 4).

Atividade antifingica de Syzygium malaccense

Quanto ao tratamento com EESm ndo houve inibicdo relevante do crescimento de
Candida (valores de CFM acima de 16.384 ug/mL para ambas as cepas). No entanto, a
associacdo do fluconazol com a concentracdo subinibitéria desse extrato potencializou
significativamente o efeito antifingico do farmaco contra ambas as cepas (Figura 4). Esses

achados sdo corroborados pelos dados apresentados nas Tabelas 3 e 4, que mostram reducédo da
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Clso do fluconazol quando associado ao EESm contra C. albicans e C. tropicalis.

Discussdo

O presente estudo realizou a prospeccao fitoquimica e caracterizou as propriedades
antimicrobianas dos extratos etanolicos das folhas de S. cumini e S. malaccense, obtidos por
maceracdo. Os rendimentos obtidos em nossa pesquisa diferem ligeiramente daqueles
encontrados por outros autores (Arumugam et al. 2014; Lima et al. 2019), o que pode ter
ocorrido devido as diferencas nas condi¢des de extracdo e fatores ambientais, que por sua vez
podem causar alteracdes quantitativas e qualitativas no conteudo de metabdlitos secundarios e
outros componentes quimicos, afetando o rendimento dos extratos (Gobo-Neto & Lopes 2007).

A prospeccao fitoquimica identificou, em ambas as plantas, compostos fenolicos
comumente encontrados nas espécies de Syzygium, os quais tém sido reconhecidos como
metabdlitos bioativos, corroborando com as propriedades medicinais relatadas na medicina
popular. Nesse contexto, flavonoides e taninos tém conhecida acdo antimicrobiana, anti-
inflamatoria e antioxidante (Ahmad et al. 2015; Olives-Aguirre et al. 2015; Chaves et al. 2018;
Chhikara et al. 2018). Pesquisas anteriores identificaram a presenca de flavonoides (como
catequinas) e taninos nas folhas de S. cumini, corroborando com os dados apresentados neste
trabalho (Timbola et al. 2002; Ayynar & Babu 2012; Chhikara et al. 2018). No entanto, ao
contrario de nossos dados, acidos fendlicos e alcaloides foram identificados anteriormente nesta
especie (Senthilkumar et al. 2017; Hidayti et al. 2020). Sobre S. malaccense, estudos
identificaram flavononois, taninos e catequinas em extratos obtidos das folhas desta espécie,
corroborando com os dados da prospeccdo fitoquimica. A presenca desses compostos
farmacologicamente ativos esta de acordo com o uso tradicional das folhas de S. malaccense

para o tratamento de doencas inflamatorias e infecciosas (Lago et al. 2011; Batista et al. 2017;
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Patel et al. 2019).

A presenca de flavonoides e taninos nos extratos de S. cumini e S. malaccense indica
fortemente que essas espécies possuem propriedades antibacterianas. Evidéncias indicam que
esses compostos fendlicos podem inibir a duplicacdo do DNA, alterar a permeabilidade da
membrana plasmatica e afetar o metabolismo energético das bactérias (Cushnie & Lamb 2005,
Coppo & Marchese 2014; Barbieri et al. 2017; Simdes et al. 2017). Porém, apenas S. cumini
apresentou valores de CIM abaixo de 1000 pg/mL e, como tal, tem potencial para aplicacdo
clinica (Houghton et al. 2007).

A atividade antibacteriana de extratos obtidos das folhas de S. cumini foi evidenciada
em estudos anteriores. Oliveira et al. (2007) demonstraram que esta espécie apresentou
atividade clinicamente eficaz contra cepas de K. pneumoniae, P. aeruginosa e S. aureus, que
foi correlacionada com a presenca de taninos, entre outros compostos fendlicos. O extrato
etanolico desta espécie apresentou potente atividade antibacteriana contra varias cepas de S.
aureus, com valores de CIM variando de 6,25 a 12,5 pg/mL (Imram, Imram & Khan 2017). De
acordo com Elamarimi et al. (2019) extratos metandlico e acetato de etila das folhas mostraram
atividade antibacteriana significativa contra P. aeruginosa e S. aureus. A atividade do extrato
etandlico do fruto de S. cumini contra S. aureus, S. aureus resistente & meticilina, Escherichia
coli e P. aeruginosa obteve valores de CIM iguais ou inferiores a 2 pg/mL, indicando uma boa
acdo antibacteriana. Tem sido sugerido que as propriedades antibacterianas dessa espécie
podem estar relacionadas a agéo direta de polifenois na membrana plasmatica bacteriana (Xu
et al. 2014; Singh et al. 2016).

Enquanto que no presente estudo néo foi verificada atividade antibacteriana intrinseca
para S. malaccense, Bouzada et al. (2009), usando o método de difusdo em agar, demonstraram
que o extrato metanolico das folhas desta espécie apresentou atividade clinicamente relevante

contra varias bactérias patogénicas, incluindo P. aeruginosa, Bacillus cereus e Shigella sonnei.
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No entanto, essas diferencas podem ser justificadas com base no tipo de extrato e méetodo de
analise.

O surgimento de micro-organismos multirresistentes a medicamentos tem atraido a
atencdo de pesquisadores para busca de novas substancias bioativas (Moloney 2016). Nesse
contexto, a descoberta de extratos e compostos capazes de potencializar a atividade de drogas
convencionais representa uma estratégia promissora ao combate a resisténcia antimicrobiana.
Evidéncias indicam que produtos naturais podem modular a resisténcia aos antibidticos
principalmente por causarem alteracbes na permeabilidade da membrana (o que facilita a
penetracdo dos antibiodticos) e inibirem a atividade/expressdo das bombas de efluxo (o que
impede a extrusdo ativa de um medicamento) (Lamb 2011; Tintino et al. 2016; Seukep et al.
2019).

Por outro lado, os efeitos antagbnicos podem ocorrer quando produtos naturais
bloqueiam a ligacdo de um antibidtico ao seu sitio ativo, bem como quando aumentam o efluxo
de um medicamento, resultando em concentracgdes intracelulares subterapéuticas (Cristo et al.
2016; Siebra et al. 2018; Wang et al. 2018).

Como pesquisas anteriores demonstraram que os compostos flavonas, flavonoides,
xantonas, chalconas, auronas e catequinas podem atuar como substancias potencializadoras de
antibioticos (Silveira et al. 2017), hipotetizamos que a presenca desses compostos nos extratos
avaliados no presente estudo pode ter contribuido para os efeitos do EESc e EESm na
resisténcia aos antibidticos.

Estudos anteriores mostraram que especies de Syzygium tém componentes capazes de
modular a resisténcia aos antibioticos. Mahomoodally e colaboradores (2020) demonstraram
que o extrato de Syzygium coriaceum potencializou a atividade de antibidticos como a
ampicilina e estreptomicina contra S. aureus e P. aeruginosa. Nesse sentido, Wamba et al.

(2018) demonstraram que extratos obtidos de Syzygium jambos foram capazes de potencializar
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a acdo de antibidticos betalactdmicos, aminoglicosideos e quinolonas contra bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas, corroborando com os dados obtidos neste trabalho.

Neste estudo, demonstrou-se que nenhuma das espécies investigadas apresenta
atividade antifungica intrinseca clinicamente eficaz. No entanto, ambas as espécies modularam,
embora de forma diferenciada, a atividade do fluconazol contra cepas de Candida. Khan et al.
(2017) demonstraram a atividade antifungica do extrato etandlico obtido das folhas de S. cumini
contra varias cepas de Candida oriundas de isolados clinicos. Pareek e colaboradores (2015)
observaram que o0s extratos metanolico e aquoso das folhas dessa espécie também sdo ativos
contra C. albicans. Além disso, estudos sugerem que o caule (Cartaxo-Furtado et al. 2015) e
os frutos (Singh et al. 2016) desta espécie possuem componentes com atividade antiflngica
contra C. albicans. Porém, no que se refere a atividade antifingica de S. malaccense, 0s
resultados obtidos neste trabalho séo ineditos na literatura.

Evidéncias consistentes demonstraram a eficacia dos produtos naturais como
moduladores da resisténcia ao fluconazol em cepas de Candida (Hirasawa & Takada 2004;
Morais-Braga et al. 2016; Selleem, Pardi & Murata 2017). Apesar da falta de estudos avaliando
a atividade de potencializacdo antifingica de espécies pertencentes ao género Syzygium, um
grande corpo de trabalhos encontrou resultados promissores com espécies da familia
Myrtaceae, como Psidium guajava e Psidium browniannum (Morais-Braga et al. 2016), cujas
atividades foram atribuidas a presenca de compostos fendlicos. Nesse contexto, compostos
fenolicos como catequina apresentam efeitos sinérgicos quando associados ao fluconazol contra
C. albicans (Scorzini et al. 2016). Além disso, ja foi demonstado que os flavonois potencializam
a atividade antifungica desse farmaco contra cepas de Candida (Santos et al. 2018). Portanto,
sugere-se que a presencga de compostos fenolicos como catequina e flavonois poderia justificar
os resultados obtidos a partir da associacdo dos extratos de S. cumini e S. malaccense com 0

fluconazol.

56



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

Apesar dos resultados promissores obtidos em associacdo ao fluconazol, os extratos de
S. cumini e S. malaccense nao apresentaram atividade fungicida intrinseca. Esses resultados sdo
corroborados por pesquisas anteriores demonstrando que plantas pertencentes a familia
Myrtaceae (incluindo S. cumini) atuaram como fungistaticas, mas ndo como fungicidas contra

cepas de Candida (Pereira et al. 2016; Morais-Braga et al. 2017).

Conclusao

Os extratos das folhas de S. cumini e S. malaccense possuem uma variedade de classes
de compostos fendlicos com atividades antimicrobiana.

O extrato etandlico das folhas de Syzygium cumini apresentou atividade antibacteriana
intrinseca e potencializacdo de antibidticos, aléem de modular a resisténcia ao fluconazol em C.
albicans. Ja o extrato etanolico das folhas de Syzygium malaccense ndo apresentou atividade
bacteriana intrinseca. Verificou-se que o extrato modula a resisténcia aos antibacterianos, além
de potencializar a a¢do do fluconazol contra cepas de C. albicans e C. tropicalis.

Os dados obtidos na presente pesquisa sugerem que as propriedades antimicrobianas
desses extratos podem resultar, pelo menos parcialmente, da acdo combinada de compostos
fenolicos, embora estudos adicionais sejam necessarios para avaliar a contribuicdo de

constituintes isolados para a atividade farmacoldgica das espécies em investigacao. .
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Fig. 1 Modulacdo da resisténcia aos antibioticos pelo Extrato etandlico de Syzygium cumini
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(EESc). * p< 0,05, ** p <0,01; *** p <0,001 e ****p < 0,0001 indicam diferenca significativa

do controle (Fluconazol); ns: n&o significativo.

Candida albicans 40006 Candida tropicalis 40042

200 200
~ 1504 ~ 150 — -
X S ! |
2 1004 £ 1w
£ %0 A .
: 5 M—‘—.
SN Yo

T T T T T T T T T T T

T
B AT T

T T T T T ) * b .
Q 0 D @ \":b 1:,:‘0 ‘:\"/ \\\.\} ,&% 5‘@@ S" WA 2 \Q“, ”r& >@ %\w
»
Concentracio (mg/mL) Concentragio (mg/mL)

-~ Fluconazol -+ EEFSm -+ Fluconazol + EEFSm @ - Fluconazol -+ EEFSm -+ Fluconazol + EEFSm
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Tabelas

Tabela 1 Perfil fitoquimico dos extratos etandlicos de Syzygium cumini e Syzygium malaccense.

Extrato Classes de metabdélitos secundarios

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

EESc + + - - -+ + + + + + + + - -

EESm + + - - -+ + + + + + + + - -

Legenda: 1 — Fenois; 2 — Taninos hidrolizaveis; 3 — Taninos condensados; 4 — Antocianinas; 5
— Antocianidinas; 6 — Flavonas; 7 — Flavonois; 8 — Xantonas; 9 — Chalconas; 10 — Auronas; 11
— Flavononois; 12 — Leucoantocianidinas; 13 — Catequinas; 14 — Flavononas; 15 — Alcaloides;

(+) presenca; (-) auséncia.

Tabela 2 Concentragdo inibitéria minima (CIM) do Extrato etandlico de Syzygium cumini

(EESc) e do Extrato etandlico de Syzygium malaccense (EESm).

EESc EESmM
Cepa bacteriana
CIM (ug/mL) CIM (ug/mL)
P. aeruginosa ATCC 15442 512 >1,024
K. pneumoniae ATCC 10051 512 >1,024
S. aureus ATCC 6538 512 >1,024
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Tabela 3 Valores da concentracdo capaz de inibir 50% do crescimento fungico (Clso) do
fluconazol isolado ou associado com o Extrato etanolico de Syzygium cumini (EESc) contra

linhagens de Candida.

Candida albicans Candida tropicalis
Tratamento
Clso (pg/mL) Clso (pg/mL)
EESc > 8192 > 8192
Fluconazol 5174,7 95,28
Fluconazol + EESc 808,0 896,5

Tabela 4 Valores da concentracdo capaz de inibir 50% do crescimento fangico (Clso) do
fluconazol isolado ou associado com o Extrato etandlico de Syzygium malaccense (EESm)

contra linhagens de Candida.

Candida albicans Candida tropicalis
Tratamento
Clso (ug/mL) Clso (ug/mL)
EESm > 8,192 > 8,192
Fluconazol 5174.7 95.28
Fluconazol + EESc 35.7 33.8
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4 CONCLUSAO

Os extratos das folhas da S. cumini e S. malaccense possuem quantidades significativas
de compostos fenolicos e uma variedade de classes dessas substancias.

Nas analises microbiologicas, os extratos obtiveram resultados significativos contra a
atividade microbiana, a saber: 1) O extrato etandlico das folhas de Syzygium cumini apresenta
atividade direta contra as bactérias Staphylocus aureus (ATCC 6538), Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 15442) e Klebsiela pneumoniae (ATCC 10051), além de quando combinado a
antibioticos (benzilpenicilina, cefalotina, amicacina e gentamicina) apresenta atividade
modificadora para a maioria das associagdes; ii) O extrato etanolico das folhas de Syzygium
malaccense ndo apresenta atividade direta contra as bactérias Staphylocus aureus (ATCC 6538),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442) e Klebsiela pneumoneae (ATCC 10051), porém
quando combinado a antibidticos (benzilpenicilina, cefalotina, amicacina e gentamicina)
apresenta atividade modificadora para a maioria das associagdes; iii) O extrato de S. cumini
apresenta baixa acdo antiflingica intrinseca contra as cepas de Candida albicans e Candida
tropicalis e possui capacidade de modificar acdo a acdo do fluconazol; iv) O extrato de S.
malaccense ndo apresenta acdo intriseca contra as cepas de C. albicans e de C. tropicalis e
possui capacidade potencializar a atividade antifungica do fluconazol.

Nas andlises da atividade antioxidante, foram obtidos resultados relevantes, podendo-se
afirmar que os extratos das folhas de S. cumini e S. malaccense sdo bons antioxidantes,
especificamente em relacdo a capacidade de inibir a agdo do radical DPPH® e de reduzir o ion
Fe*’.

Em relacdo a toxicidade, ambos os extratos apresentaram toxicidade de baixa a

moderada frente ao microcrustaceo Artemia salina.
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