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RESUMO
Estudos recentes apontam a utilizacdo de plantas na forma de sucos ou chas como fontes de

agentes antioxidantes naturais e apresentam baixo risco podendo ser utilizado no auxilio do
tratamento de varias doencas, esta atividade pode estar ligada diretamente aos compostos
fenolicos, que desempenham um papel na neutralizacdo ou sequestro de radicais livres e
quelacdo de metais de transi¢do, agindo na propagacdo do processo oxidativo. A familia
Myrtaceae compreende varias espécies, dentre elas estdo a Eugenia jambolana Lam., é de
grande interesse pelas aplicacbes medicinais, anti -inflamatdria, antiulcerogénica |,
cardioprotetoras , antidiarréica , antimicrobianas, antioxidantes e atividades hepatoprotetora e
antidiabéticas. A espécie Eugenia uniflora L., apresenta atividade antimicrobiana,
antidiarréica, antifebril, hipotensora, diurética, antirreumatica, estoméaquica, hipoglicemiante e
antioxidante. Os extratos etanolicos das folhas das espécies vegetais foram analisados para
quantificar fendis e flavonoides, verificar os potenciais antioxidantes, in vitro, por DPPH (2,2-
difenil-1- picrilhidrazil) e TBARS (Thiobarbituric Acid Reactive Substances), avaliar o efeito
quelante e determinar o efeito citoprotetor do extrato contra o mercurio, utilizando linhagens
bacterianas e sementes de Lactuca sativa (alface). Os extratos etandlicos de E. jambolana
Lam. e E. uniflora L. apresentaram fendis e flavonoides, demonstraram atividade antioxidante
através dos ensaios de DPPH e TBARsS e acdo quelantes. Os extratos de E. jambolana Lam. e
E. uniflora L. apresentaram efeito citoprotetor em modelo bacteriano. O extrato de E.
jambolana Lam., em modelo vegetal apresentou efeito alelopético. Os extratos de E.
jambolana Lam. e E. uniflora L, quando combinados com o cloreto de mercurio
proporcionaram um maior crescimento nas radiculas e nos cauliculos da Lactuta sativa. Com
os resultados obtidos, E. jambolana Lam. e E. uniflora L. demonstraram ser uma promissora

fonte de pesquisa na area de produtos naturais com acgao antioxidante e citoprotetora.

Palavras-Chaves: atividade antioxidante, efeito quelante, citoprotecdo, peroxidagéo lipidica,
compostos fendlicos, Eugenia jambolana Lam., Eugenia uniflora L.



ABSTRACT

Recent studies show that the use of plants in the form of juices or teas as sources of natural
antioxidants present a low hazard can be used in aiding the treatment of various diseases, this
activity can be linked directly to the phenolic compounds that play a role in neutralizing or
scavenging free radicals and transition metal chelate, acting on the propagation of the
oxidative process. The family Myrtaceae comprises several species, among them are Eugenia
jambolana Lam., is of great interest for medical applications, anti - inflammatory, antiulcer,
cardioprotective, antidiarrheal, antimicrobial, antioxidant and hepatoprotective, and
antidiabetic activities. The species Eugenia uniflora L., have antimicrobial activity,
antidiarrhoeal, antipyretic, hypotensive, diuretic, antirreumatica, stomachic, antioxidant and
hypoglycemic. The ethanolic extract from the leaves of plants were analyzed to quantify
phenols and flavonoids, antioxidants verify potential in vitro by DPPH (diphenyl
picrylnydrazyl) and TBARS (Thiobarbituric Acid Reactive Substances), to evaluate and
determine the chelating effect of the cytoprotective effect extract against mercury, using
bacterial strains and seeds of Lactuca sativa (lettuce). Ethanol extracts of Eugenia jambolana
Lam and Eugenia uniflora L. presented phenols and flavonoids, showed antioxidant activity
through DPPH and TBARS assays and chelating action. The extracts of E. jambolana Lam
and E. uniflora L. showed cytoprotective effect on bacterial model. The extract of E.
jambolana Lam in plant model showed allelopathic effect. The extracts of E. jambolana Lam
and E. uniflora L, when combined with mercuric chloride provided the greatest growth in the
rootlets and cauliculos Lactuta sativa. With the results obtained, E. jambolana Lam and E.
uniflora L. shown to be a promising source of research in the area of natural products with

antioxidant and cytoprotective action.

Key Words: antioxidant, chelating effect, cytoprotection, lipid peroxidation, phenolic
compounds, Eugenia jambolana Lam., Eugenia uniflora L
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1. INTRODUCAO

O estresse oxidativo que pode ser descrito tanto por um aumento na producdo de
especies reativas de oxigénio (EROS), como por uma diminuicdo nas defesas celulares
antioxidantes, tem sido implicado na toxicidade de metais (FRANCO et al., 2007). Uma
elevada producdo de EROS pode resultar em dano oxidativo para lipideos, proteinas e DNA,
causando morte neuronal. O estresse oxidativo tem demostrado possuir um papel importante
nos mecanismos implicados a toxicidade do mercurio (Hg), neste caso, podendo ser induzido
por uma deplecdo de compostos tidis (principalmente GSH), por inibicdo de enzimas
antioxidantes, ou ambos, causando danos celulares a biomoléculas e peroxidacdo lipidica
(LEONARD et al., 2004; FRANCO et al., 2007).

O mecanismo de defesa antioxidante do organismo humano consiste em antioxidantes
enddgenos e exogenos, e exercem a funcdo de protecdo das membranas celulares,
lipoproteinas e DNA contra os efeitos prejudiciais dos radicais livres e EROS (RUFINO,
2008). Dentre as classes com propriedades antioxidantes estdo os compostos fendlicos, onde a
atividade antioxidante desses compostos deve-se principalmente as suas propriedades
redutoras e estrutura quimica. Estas caracteristicas desempenham um papel importante na
neutralizacdo ou sequestro de radicais livres e quelacdo de metais de transicdo, agindo tanto
na etapa de iniciagdo como na propagacdo do processo oxidativo (HASLAM, 1996;
SOARES, 2002; SHETTY et al., 2005).

Estudos recentes apontam a utilizacdo de plantas na forma de sucos ou chas como
fontes de agentes antioxidantes naturais que apresentam baixo risco podendo ser utilizado no

auxilio do tratamento de varias doencas (SILVA et al., 2005).

A familia Myrtaceae apresenta ampla distribuicdo, ocorrendo, preferencialmente, nas
zonas tropicais e subtropicais, e é considerada uma das mais importantes familias da flora
brasileira em funcdo da larga ocorréncia de espécies comestiveis e/ou usadas na medicina
tradicional. A espécie Eugenia jambolana Lam., é conhecida no Brasil como oliveira, é de
grande interesse pelas aplicacbes medicinais, especialmente de suas folhas e frutos, no
tratamento da diabetes (PEPATO et al., 2004). A espécie Eugenia uniflora L., conhecida no
Brasil como pitanga é uma planta arborea presente em todo o pais. Além da sua atividade
antimicrobiana, é muito pesquisada pelo seu potencial antioxidante (VELAZQUEZ et al.,
2003).
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Esse trabalho de mestrado trata-se do primeiro estudo a descrever a atividade
antioxidante, quelante e citoprotetora para as espécies de E. uniflora L. e E. jambolana Lam.,
através de diversas técnicas. Nesse estudo investigamos as propriedades antioxidantes dos
extratos no controle a peroxidacdo lipidica na auséncia e presenca de Fe®*, bem como as

atividades citoprotetoras em modelo bacteriano e vegetal.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito antioxidante e citoprotetor dos extratos etanolicos de Eugenia uniflora
L. e Eugenia jambolana Lam.

2.2 Objetivos Especificos

¢ Quantificar fendis e flavonoides presentes nos extratos;

e Verificar os potenciais antioxidantes, in vitro, dos extratos por sequestro de radicais
livres DPPH (2,2- difenil-1- picrilhidrazil) e TBARS (Thiobarbituric Acid Reactive
Substances);

e Avaliar o efeito quelante dos extratos de E.uniflora L. e E. jambolana Lam.;

e Determinar o efeito citoprotetor do extrato contra o mercurio, utilizando a linhagem

Escherichia coli 11105 e sementes de Lactuca sativa (alface).
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3.  FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Metais pesados

Os metais sdo geralmente toXxicos aos organismos Vvivos, sendo, portanto, considerados
poluentes. Alguns metais pesados toxicos possuem efeito nocivo, ocasionando sérios riscos a
salde humana quando ingeridos em doses inadequadas. Assim, a contamina¢do por metais
pesados toxicos estd associada diretamente a sua biodisponibilidade, podendo ser
potencializada por fontes alimentadoras da poluicdo (GUEDES et al., 2005).

Alguns desses elementos sdo essenciais para varias fungdes fisioldgicas nos seres
vivos, como Ferro, Cobre, Zinco e Manganés, enquanto outros, como Cadmio, Chumbo e
Mercurio, ndo tém funcbes bioldgicas conhecidas. Quando em excesso no solo, esses
elementos podem inibir o crescimento das plantas e causar alteragdes nas comunidades
vegetais (BAKER et al., 1994).

3.1.1 Mercurio

O mercurio (Hg) é um metal liquido pesado, inodoro e de facil volatilizacdo. Na
atmosfera, o mercdrio pode se apresentar em diferentes formas, onde nem todas sao
identificadas, pois seu ciclo global é complexo (Figura 1). Pode ser encontrado em trés
formas: mercurio metalico, sais inorganicos de mercudrio e mercurio organico, que se diferem
pelos aspectos toxicoldgicos de absorcdo, transporte e excrecdo (do metal) e pelo quadro
clinico do paciente (LIMA et al., 2009; WHO, 1990).

O mercurio € um dos elementos com maior frequéncia na lista de metais pesados
(CETESB, 2001). A toxicidade do mercudrio depende da espécie quimica, no entanto todas
elas provocam mudancgas no sistema nervoso dos seres humanos (VERBEL & RESTREPO,
2002).

Os sais inorganicos de mercurio sdo muito corrosivos para o trato gastrointestinal,
olhos, pele e mucosa. Como consequéncia ao Seu contato ocorre hematémese, colite,
hematoquesia, ardor, salivacdo excessiva, diarreia sanguinolenta, necrose da mucosa
intestinal, desidratacdo e colapso cardiovascular (WHO, 1990).

O mercurio elementar presente na atmosfera pode ser oxidado e originar compostos

como oxido de mercurio (HgO) e o cloreto de mercurio (HgCl,). Sdo substancias menos
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vollveis e mais soltveis que o mercurio metalico (MURTHE et al., 1991). Os sais de cloreto
de mercurio HgCl, é um sublimado corrosivo muito téxico (HSDB, 2000).

A propriedade quimica mais significativa que explica grande parte dos danos
bioldgicos causados pelo mercdrio é a elevada afinidade que esse metal possui pelo grupo
sulfidrila das proteinas, causando inativacdo enzimética e desestruturacdo proteica
(GIOVANELLA;BENTO,2011).

0O,
o, Hg(ll) @ Hg®
Hg(11) <= Hg® A CHHe Hg®, Hg(u)Q&Hg,
V '~ -~
Lagolterra Superficie do oceano
, CH,Hg = Cx+Hg®
) Hg® % Hg(l)
< Plankton ns C'?'l"""? Hg®
e ;33 B | TS
\ '& H OH)} .
Ambiente oxugenado “ «CHAHSOH IOH o "% IE Metabslitos de Algas
CH.HgCl g
CO,, CH4+Hg(II)<—‘ Z
Processos (CH;),Hg 3 merA
oxidativos 'l
merB H;S Hg(Il)
s H HS ” Ambiente
CH;Hg' - s} s— HgSy  anoxico
S,)

Figura 1- O ciclo biogeoquimico do mercurio no ambiente. Setas solidas representam transformacéao ou
absorcdo de mercurio. Setas ocas indicam fluxo de mercurio entre diferentes compartimentos no ambiente. A
largura das setas indica a importancia relativa do fluxo na natureza. A especiagdo de Hg (I1) em aguas anoxicas
ou em presenca de oxigénio é controlada por cloro, hidréxidos e enxofre. TransformacGes mediadas por
microrganismos sao representadas por circulos que representam bactérias. SRB para bactérias sulfato redutoras,
merB e merA referem-se a atividade dos genes que codificam as enzimas organo mercirio liase e mercdrio
redutase respectivamente. Um grupo de pontos indica o envolvimento de algas unicelulares. (Adaptado de
BARKAYet al., 2003).

3.2 Resisténcia aos metais pesados
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Ao contrario dos antibidticos, os metais tém mais dificuldade de sofrer uma
degradacéo natural, aumentando a importancia do seu papel como agentes de selecéo a longo
prazo (STEPANAUSKAS et al., 2005).

Em vérias espécies de bactérias, tais como Enterococcus faecalis, Enterococcus
faecium, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus
subtilis, Lactococcus lactis, entre outros, ja foram descritos genes de resisténcia a metais
pesados, tais como Ag*, AsO,, AsO,>, Cd**, Co**, CrO,%, Cu** Hg**, Ni**, Sb*" TeOs™,
TI" e Zn** (SILVER, 1996).

Os microrganismos apresentam-se como redutores do Hg, além da contribuigcdo dos
processos abidticos nas transformacdes do mercdrio inorganico. A enzima mercdrio redutase
num processo de detoxificagdo transforma Hg (1) em Hg° a forma menos téxica de
mercurio. Alguns dos géneros de bactérias resistentes responsaveis pela demetilacdo do
mercurio sdo Pseudomonas, Escherichia e Staphylococcus (VERBEL & RESTREPO, 2002).

Nos microrganismos, a resisténcia a maioria dos metais normalmente ocorre por
efluxo, a fim de remover metais do citoplasma e sequestro extracelular do contaminante. Com
0 mercurio, 0s microrganismos utilizam o sistema mer. O operon mer € um sistema genético
regulado, constituido por quatro a cinco genes estruturais, que codificam proteinas de
transporte de mercdrio, transformacao e regulacéo dos genes (SILVER, 2007).

Além dos microrganismos, a vegetacdo (arvores, arbustos, plantas rasteiras e
aquaticas) e sua microbiota, sdo utilizadas com o fim de remover, degradar ou isolar
substancias tdxicas ao ambiente (PLETSH et al 1999). Nesse sentido, 0s microrganismos e as
plantas, em separado parecem ser relevantes de alguma maneira para o ciclo do mercdrio pelo
aprisionamento ou transformacéo do mercurio (ALMEIDA 2011). Os metais pesados acabam
desencadeando sintomas nas plantas através da toxicidade, o niquel é um deles, acarreta
clorose e necrose foliar, inibicdo do crescimento da parte aérea, reducdo da &rea foliar e
radicular (SHAW et al; 2004), reducédo das taxas de fotossintese e respiracdo (SCHICKLER
& CASPI, 1999), baixa germinacdo de sementes (RAO & SRESTY, 2000). Nesse contexto, a
germinacdo é um processo fisioldgico pelo qual se inicia com a entrada de 4gua na semente,
promovendo o alongamento do eixo embrionario, (BORGHETTI & FERREIRA, 2004), mas,
guando em contato com agentes toxicos esse processo sofre alteracfes ocorrendo um baixo
indice germinativo. Sendo necessarias condi¢Ges controladas, padronizadas e favoraveis para
que se obtenha a maior porcentagem de germinagdo no menor tempo possivel (GUEDES et
al., 2013).
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3.3 Toxicidade

Agentes toxicos sdo substancias quimicas capazes de causar danos a quaisquer
sistemas biologicos, seja alterando seu funcionamento ou até mesmo causando a morte em
certos tipos de exposicdo (OGA et al., 2008).

A toxicidade dos metais esté relacionada a dose ou ao tempo de exposicdo, da forma
fisica e quimica do elemento e da via de administracdo/absorcdo (TAVARES &
CARVALHO, 1992). Nesse sentido, 0os metais pesados afetam o crescimento, a distribuicéo e
o ciclo bioldgico das espécies (SOUZA et al., 2011).

Quando os organismos sdo expostos a contaminantes, a producdo de EROS pode
aumentar e prevalecer sobre sua degradacdo, levando a situacdo de estresse oxidativo
(LUSCHAK, BAGNYUKOVA, 2006). No entanto, em condicGes fisiol6gicas normais, as
EROS podem exercer importante papel fisiolégico na regulacdo da resposta imunolégica,
participando de processo fagécito de defesa contra infeccbes e atuando como fatores de
transcricdo na sinalizacdo intracelular, induzindo apoptose (HALLIWELL, 1994;
BIESALSKI, 2002).

Em sistemas bioldgicos, é essencial o equilibrio entre agente 6xido redutor (como as
ERQOS) e o sistema de defesa antioxidante. As protecdes conhecidas do organismo contra as
EROS abrangem a protecdo enzimética ou por micromoléculas, que podem ter origem no
préprio organismo ou sdo adquiridas através da dieta (BARREIROS e DAVID, 2006).

3.3.1 Efeito Quelante

Os agentes quelantes/sequestrantes complexam ions metélicos, principalmente cobre e
ferro, que catalisam a oxidagdo lipidica. Um par de elétrons ndo compartilhado na sua
estrutura molecular promove a acdo de complexagdo. Os mais comuns sdo acido citrico e seus
sais, fosfatos e sais de acido etileno diamino tetra acético (EDTA) (BAILEY et al.,1996;
LABUZA et al.,1971).

Segundo Harris (2001), o efeito quelante é a habilidade de ligantes multidentados de
formar complexos metélicos mais estaveis que os formandos por ligantes monodentados
similares. Este efeito pode estar relacionado com as diferencas na entropia de reacdo entre
complexos quelatos e ndo-quelatos em solucBes. Esta reagdo resulta em um aumento do

namero de moléculas independentes nestas solugdes (SHRIVER et al., 2008).
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3.3.2 Atividade antioxidante

O estresse redox € comumente definido como o desequilibrio entre a producgdo de
espeécies reativas de oxigénio, nitrogénio e enxofre, os radicais derivados de tiois (RSe), as
espeécies reativas de cloro, as espécies reativas de carbono e complexos de metais de transicéo,
principalmente Fe, Cu, Mn e Cr, entre outras, e a remog¢do destas pelos sistemas quimicos e
enziméticos de defesa antioxidante e, também, pelo reparo enzimatico das biomoléculas
lesadas (VASCONCELOS et al., 2007).

Os antioxidantes podem ser definidos como qualquer substancia que, presente em
baixas concentracdes quando comparada a do substrato oxidavel, retardam ou inibem
significativamente a oxidacdo daquele substrato, diminuindo a velocidade de reacdo ou
prolongando a sua estabilidade oxidativa (MOURE et al., 2001). Segundo Sousa (2007) os
antioxidantes sdo compostos que estabilizam ou desativam radicais livres antes que estes
ataquem alvos bioldgicos nas células. Eles inibem a oxidagdo de varios substratos de duas
formas, pela inibicdo da formacgéo dos radicais livres (impossibilitando a etapa de iniciacéo)
ou pela eliminacdo dos radicais livres (interrompendo a reacdo de oxidacdo em cadeia),
podendo ser enddgenos ou exdgenos (SOARES, 2002).

Inimeros compostos naturais encontrados em frutas, cereais e vegetais apresentam
atividade antioxidante. Entre os mais importantes antioxidantes naturais estdo 0s compostos
fendlicos (flavondides, &cidos fendlicos e taninos), compostos nitrogenados (alcaléides,
aminoéacidos, peptideos, aminas e derivados da clorofila), carotendides, tocoferdis e acido
ascorbico (AMAROWICZ et al., 2004).

Os antioxidantes fendlicos naturais apresentam-se como uma alternativa para
minimizar ou retardar a deterioracdo oxidativa em alimentos, além de elevar o valor funcional
do alimento. Sdo encontrados principalmente em frutas, vegetais, chas, vinhos e em varias
ervas. A atividade antioxidante dos compostos fenolicos nas plantas é devida principalmente
as suas propriedades redoxes e a estrutura quimica, que desempenha um papel importante na
neutralizacdo de radicais livres, na acdo quelante de metais e na absorcédo de oxigénio singlete
e triplete (SHETTY et al., 2005).

3.3.3 Compostos Fenolicos
Os compostos fenodlicos de plantas enquadram-se em diversas categorias, como fenois
simples, acidos fendlicos (derivados de acidos benzoico e cinamico), cumarinas, flavondides,

estilbenos, taninos condensados e hidrolisaveis, lignanas e ligninas (NACZK et al., 2004).
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Dentre as diversas classes de substancias antioxidantes de ocorréncia natural, os
compostos fendlicos tém recebido muita atencdo nos Ultimos anos, sobretudo por inibirem a
peroxidacdo lipidica e a lipooxigenase in vitro (HASLAM, 1996; SOARES, 2002).

A atividade antioxidante de compostos fenolicos deve-se principalmente as suas
propriedades redutoras e estrutura quimica. Estas caracteristicas desempenham um papel
importante na neutralizagcdo ou sequestro de radicais livres e quelacdo de metais de transicéo,
agindo tanto na etapa de iniciacdo como na propagacdo do processo oxidativo. Os
intermediarios formados pela acdo de antioxidantes fendlicos sdo relativamente estaveis,
devido & ressonéncia do anel aromatico presente na estrutura destas substancias (HASLAM,
1996; SOARES, 2002; SHETTY et al., 2005 ).

Além de desempenharem importante papel para a adaptacdo da planta, muitos dos
compostos fenolicos também apresentam variadas atividades farmacoldgicas como,
antitumoral, antimicrobiana e antioxidante, podendo inclusive ser considerados como
potenciais marcadores quimiotaxondmicos (WARD et al., 1981; HARBONE, 2000;
ZUANAZZI, 2007).

3.4 Familia Myrtaceae e género Eugenia

A familia Myrtaceae abriga cerca de 3.800 espécies organizadas em cerca de 130
géneros, que ocorrem principalmente nas regides tropicais e subtropicais da Australia, Asia e
Ameérica (LUCAS et al., 2005; WILSON et al., 2001). No Brasil esta representada por 26
géneros e aproximadamente 1.000 espécies (SOBRAL et al., 2010). A familia Myrtaceae é a
oitava maior familia de plantas com flores e é reconhecidamente aroméatica (THORNE, 1992).
No Brasil, estima-se que existam cerca de 30% dos representantes da familia e as espécies de
ocorréncia natural pertencem a subfamilia Myrtoideae, que é caracterizada por seus frutos
carnosos do tipo baga ou drupa e folhas opostas (JOHNSON et al., 1984; KUBITZKI, 2011).

No Brasil, estima-se que existam cerca de 350 espécies distribuidas por todo o pais e
assumem destaque especial por serem utilizadas como plantas medicinais (SOBRAL et al.
2010; LORENZI E MATOQOS, 2002).

Segundo Auricchio e Bacchi (2003) as plantas do género Eugenia consistem em
arvores ou arbustos verdes durante o ano todo. O fruto € esférico, geralmente comestivel, uma
baga de até 3 cm de diametro, coroado pelo calice e achatado nas extremidades. Além disso,

as plantas do género Eugenia tém ampla utilizacdo na medicina popular, sendo utilizadas
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como recurso terapéutico para o tratamento de diversas enfermidades, por ser um género
bastante rico em compostos fendlicos, como taninos e flavonoides. Devido ao alto teor de
compostos fendlicos, as espécies do género Eugenia apresentam atividade antioxidante,
relacionada a estes compostos (EINBOND et al., 2004). Além de compostos fenodlicos, foram
descritos para o género Eugenia compostos derivados do metabolismo dos terpenos, como os
triterpenos e esterdides (LUNARDI et al., 2001).

3.4.1 Espécies Estudadas

A E. uniflora L., (Figura 2), a pitangueira, tem grande potencial para a producéo de
farmacos (PEPATO et al., 2001), os frutos contém Gleos com propriedades bacteriostaticas,
principalmente contra Enterococcus faecalis, bactéria associada a reducdo do tempo de
prateleira de produtos alimenticios (STIEVEN et al., 2009).

E. uniflora L. foi introduzida na medicina empirica pelos indios Guaranis no seculo
XV (ALONSO, 1998) e é utilizada como farmaco anti-hipertensivo, diurético (CONSOLINI e
SARUBBIO, 2002), adstringente (BANDONI et al., 1972), antipirético e para o tratamento de
desordens digestivas (ALICE et al., 1991). Estudos farmacoldgicos ja comprovaram
atividades como anti-hipertensiva, citotoxica e antibacteriana mediada pela fototoxicidade
para extratos das folhas desta espécie (COUTINHO et al.,, 2010; CONSOLINI et al.,
1999; OGUNWANDE et al., 2005).

De acordo com Einbondet (2004), da espécie E. uniflora L. foram isoladas cianidina-
3-O-B-glucopiranosideo e delfinidina-3-O-p-glucopiranosideo, ambas antocianinas, uma
subclasse de flavondides, que apresentaram acao antioxidante. Alguns estudos desenvolvidos
utilizando principalmente extratos polares, como aquoso, metandlico e acetato de etila das
folhas, demonstraram atividade antioxidante no extrato metandlico das folhas, através da
captacdo do anion superdxido (VELAZQUEZ et al., 2003) e captacéo do radical livre DPPH,
atividade atribuida as antocianinas isoladas desta espécie (EINBOND et al., 2004). Através de
um screening realizado com a infusdo de folhas frescas, a espécie demonstrou atividade
antiiflamatoria em ratos e aumento do tempo de sono induzido por barbituricos, além de baixa
toxicidade aguda (SCHAPOVAL et al., 1994).
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Figura 2- Foto de Eugenia uniflora L.

Fonte: autora

A espécie E. jambolana Lam., (figura 3) comumente conhecida como oliveira, cresce
naturalmente em zonas tropicais, bem como subtropical. A populacdo rural do nosso pais
utiliza a semente, fruto, folha, casca desta planta na medicina popular para combater 0s
diferentes tipos de doencas e distdrbios desde a antiguidade. Estudos cientificos
demonstraram que os extratos de diferentes partes de E. jambolana Lam. possuia uma gama
de propriedades farmacolégicas, tais como, anti -inflamatoria, antiulcerogénico
cardioprotetoras , antidiarréico , antimicrobianos, antioxidantes e atividades hepatoprotetora e
antidiabéticas ( BALIGA et al.,2011 ; SHAIKH et al ., 1994; BHUIYAN et al., 1996; SHAFI
et al., 2002; VENKATESALU & CHANDRASEKARAN , 2004 ; CHATTOPADHYAY et
al., 1998; KHARE , 2004 ; MUKHERJEE et al. , 1998).

Os extratos etandlicos e aquosos, de E. jambolana Lam., principalmente dos frutos e
sementes mostraram acdo hipoglicemiante e estimulante da liberacdo de insulina em coelhos
diabéticos (SHARMA et al., 2006; RAVI, RAMACHANDRAN e SUBRAMANIAN, 2004
a,b; SHARMA et al., 2003) além de prevenir a hiperglicemia e hiperinsulinemia em ratos
resistentes a insulina (VIKRANT et al., 2001). Outras atividades foram demonstradas para 0s
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extratos metandlico e diclorometano das folhas de E. jambolana Lam., como protetora do
DNA exposto a radiacdo gama (JAGETIA e BALIGA, 2002). O extrato etandlico das cascas
do caule mostrou acdo antidiarréica, através da diminuicdo dos niveis de prostaglandina E2 e
diminuicdo da motilidade no trato gastrintestinal de ratos (MUKHERJE et al., 1998). O &acido
oleandlico isolado das flores mostrou ainda diminui¢do da espermatogénese em ratos machos
(RAJASEKARAN et al., 1988).

Figura 3- Foto de Eugenia jambolana Lam.

Fonte: autora
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 AREA DE ESTUDO

O estudo foi efetuado na Chapada do Araripe, municipio do Crato, regido do Cariri,
sul do Ceara (Fig. 5). A regido de estudo possui clima quente semi-arido, com temperaturas
médias de 26° a 28°C, periodo chuvoso que se estende entre os meses janeiro a abril e
pluviosidade anual média de 896,5 mm. A vegetacdo nos pontos de coleta compreende mata
umida de altitude com pontos de intensa interferéncia humana pelo setor imobiliario, pecuaria
e agroindustria (IPECE, 2009).

b

Figura 5 — Localizacdo do municipio do Crato no Estado do Ceara, nordeste do
Brasil.(http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/2/26/Ceara_Municip_Crato.svg/280px-
Ceara_Municip_Crato.svg.png)

4.2 Material Vegetal

Os materiais botanicos de Eugenia jambolana Lam. e Eugenia uniflora L. foram
coletados no Horto Botéanico de Plantas Medicinais do Laboratério de Pesquisa de Produtos
Naturais — LPPN, da Universidade Regional do Cariri — URCA. Coordenadas: 07° 14° 18,2°
de latitude S. e 39° 24° 53° W. de Greenwich. Os materiais vegetais foram identificados e

para cada espécie foi depositada uma exsicata no herbario Dardano Andrade Lima da
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Universidade Regional do Cariri- URCA com os respectivos nimeros de identificagdo nos
Herbarios listados na Tabela 1.

Familia Espécie Exsicata Herbario
Myrtaceae Eugenia jambolana Lam. #3107 Dardano Andrade Lima-URCA
Myrtaceae Eugenia uniflora L. #3106 Dardano Andrade Lima-URCA

Tabela 1. Familias boténicas, espécies e nimero do titulo das plantas utilizadas neste
estudo.

4.2.1 Preparacdo dos extratos etanolicos

Para preparacdo e obtencdo dos extratos foram coletadas folhas que ainda frescas
foram cortadas com tesoura manual, tendo assim aumentada a superficie de contato, em
seguida foram acondicionadas em recipientes individualizados contendo o etanol como
solvente, suficiente para submergir todo material vegetal por 72h, sendo apos esse periodo,
filtrado em papel filtro e concentrado em condensador rotativo a vacuo (model Q-344B —
Quimis, Brazil) e banho-maria (model Q-214M2 — Quimis, Brazil) (BRASILEIRO et al,
2006), obtendo-se massa de extrato bruto indicado na tabela 2, sendo o procedimento
realizado para cada espécie vegetal.

Espécie Bioldgica Solvente Folhas Extrato Bruto

Massa(g)  Rendimento(g)

Eugenia jambolana  Etanol (EEFEJ)* 650 6,97
Lam.
Eugenia uniflora L. Etanol (EEFEU)** 600 6,31

Tabela 2- Folhas frescas e rendimento dos extratos etanolicos brutos(g).

*EEFEJ- Extrato etanodlico das folhas de Eugenia jambolana Lam; **EEFEU- Extrato
etanolico das folhas de Eugenia uniflora L.
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4.3 Microrganismos
A bactéria utilizada foi Escherichia coli 11105, cedida pela Profa. Edeltrudes de

Oliveira Lima, do Laboratorio de Micologia da Universidade Federal da Paraiba — UFPB.

4.4 Meios de cultura

Foram utilizados os seguintes meios de cultura: Agar Heart Infusion — HIA (Difco
Laboratories lItda) na concentracdo indicada pelo fabricante e Meio minimo M9 TRIS
(SAMBROOK et al., 1989, modificado) Todos os meios de cultura foram preparados de

acordo com as especificagdes do fabricante e esterilizados em autoclave de vapor quente.

4.5 Inoculagdo de bactéria
A bactéria foi inoculada em Agar Heart Infusion — HIA (Difco Laboratories Ltda) e

incubada a 35 °C, aproximadamente, durante 24 horas.

4.6 Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) foi realizada pelo método de microdiluicao
em caldo. Para solubilizar o extrato foi utilizado o DMSO até obtencédo de sua concentracdo a
5%, valor que ndo interfere nos ensaios. O indculo foi depositado em solucdo salina para
formar uma suspensdo de 10° UFC/mL as concentracdes dos extratos variando de 1024-8
pug/mL. Uma solucdo contendo 900 pL Meio TRIS M9 e 100 uL do inéculo foi colocada em
cada um dos eppendorfs. Em seguida foi distribuido 100 pL desta solucdo em cada cavidade
da placa de microdiluicdo e logo apés adicionou-se 100 pL de extrato na primeira cavidade,
sendo passado para as demais, através de sucessivas diluicdes na proporcdo de 1:1, até a
penultima cavidade. A Gltima cavidade foi reservada para controle (meio+ in6culo). A placa
foi colocada na estufa numa temperatura de aproximadamente 35°C, por um periodo de 24
horas (JAVADPOUR et al., 1996).

As placas contendo bactérias foram reveladas com corante especifico, a resazurina, um
indicador calorimétrico de 6xido-reducdo (SALVAT, ANTONNACCI e FORTUNATO,
2001). Foi preparada uma solucdo de resazurina sodica e gua destilada. Adicionou-se 20uL
da solucdo em cada cavidade e as placas foram incubadas por 1 h em temperatura ambiente.
Para revelacdo da CIM considerada como inibicdo do crescimento para 0S pocos que

permaneceram com a coloragdo azul e ndo-inibicdo os que obtiveram coloracdo vermelha.
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A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) foi definida como a menor concentracdo
capaz de impedir o crescimento bacteriano, nas cavidades da placa de microdilui¢do conforme
detectado macroscopicamente (NCCLS, 2003).

4.7 Avaliacdo do potencial citoprotetor em bactérias contra cloreto de mercurio

Para a avaliacdo do efeito protetor dos extratos ao metal pesado, foram preparados
eppendorfs contendo concentragdes sub-inibitdrias dos extratos e suspensées de 10° UFC / ml
de Escherichia coli ATTC 11105 em meio M9 Tris com 2% de glicose. A solucdo foi
distribuida nas cavidades da placa de 96 pocos. Logo em seguida foi adicionado 100uL de
cloreto de mercario na primeira cavidade seguindo com sucessivas microdilui¢es até a
penultima cavidade. A concentracdo do metal variou de 10 mM a 0,004883 mM. As placas de
microdiluicdo foram incubadas por 48 h a 37 ° C, em estufa.

Em seguida, a concentracdo bactericida minima (CBM) foi determinada como a menor
concentracdo capaz de inibir o crescimento dos microrganismos. Foi utilizado placas de petri
com HIA para transferéncia das soluc6es incubadas em placas de microdiluicao.

Uma alcada de cada pogo da placa de microdiluicdo foi subcultivada em placas de
Agar Heart Infusion — HIA. Apds 24 horas de incubacdo a 35 + 2°C, realizou-se leitura, com a
finalidade de observacao do crescimento das colonias. As leituras das CBMs foram realizadas
com base no crescimento dos controles, sendo considerada CBM, a menor concentragédo do
extrato que possibilitou crescimento visivel do subcultivo (SHADOMY, ESPINELINGROFF
e CARTWRIGHT, 1985).

4.8 TBARS

A producdo de TBARS de fosfolipido foi determinada utilizando um método
modificado de Sabir e Rocha (2008). Foi preparada uma solucdo de gema de ovo, misturada
com uma solucéo de hexano-isoprapanol (3:2). Essa solugéo foi filtrada e rotaevaporada até a
obtencéo de residuo sélido. Para ensaio TBARS solubilizou-se 0,05g do residuo em 10 mL de
agua mili-Q. Para pré-incubagdo foi utilizado 100ul de fosfolipidio, 50ul de extrato nas
concentracdes de 100, 40, 10 e 4 pg/mL juntamente com um volume adequado de agua
deionizada. As amostras foram repetidas adicionando 14l de Fe (60M) e incubadas a 37°C,
durante 1 h. Apos a pré incubacgéo foi adicionado 500uL de tampéo &cido acético e 500ul de
TBA (&cido tiobarbitirico) 0,6% e incubado por 1h a uma temperatura de 100°C. Os tubos
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foram adicionados 2 ml de n-butanol e a mistura centrifugada. O sobrenadante foi retirado e a

absorbancia foi lida a 532 nm num espectrofotometro.

Para a curva de MDA (malonaldialdeido) foi utilizada 500uL de &cido acético, 500uL
de TBA (0,6%), MDA nas concentracfes de 50, 100, 150, 200uL e volume adequado de agua
destilada para completar um volume de 1,5mL. Os testes fora feitos em triplicata e repetido

duas vezes.

4.9 Fendis totais e Flavonodides

A quantidade de fendis totais, foi determinada adicionando-se 200 pL da solucdo dos
extratos (300, 100, 50 e 25 pg/mL em etanol 99,6%) a 1 mL de reagente de Folin-Ciocalteau
(10% v/v) sendo agitada por 1 minuto. Em seguida acrescentou-se 800 pL de carbonato de
sodio 7,5%, sendo a amostra homogeneizada por 30 segundos. Ap6s 1 hora foi medida a
absorbancia em espectrofotdbmetro com comprimento de onda ajustado para 765 nm. O branco
foi determinado com todos os reagentes, porém o extrato foi substituido por dgua destilada. O
teste foi realizado em triplicata. A média das trés leituras foi usada para determinar os fenois
totais, expressos como miligramas equivalentes de 4acido galico / grama de extrato,
interpolando este valor na curva de calibracdo construida com os padrdes de acido gélico.

A curva de calibracdo de acido galico foi determinada utilizando diferentes
concentragOes desta substancia (300, 100, 75, 25 e 10 pug/mL).

Para quantificacdo de flavonoides foram preparadas solucées do extrato (300, 200, 100
e 50 pg/mL) e utilizado 1 mL destas adicionando-se 1 mL cloreto de aluminio (AICI3) com
concentracdo de 2% peso/volume. No tubo que foi determinado como branco, o volume
adicionado de cloreto de aluminio foi substituido por agua destilada. Apds 30 minutos de
incubacéo a temperatura ambiente, a absorbancia foi medida no filtro de 415 nm. O teste foi
feito em triplicata, resultando assim na utilizacdo da média para determinacdo da quantidade
de flavonoides totais e expresso como miligramas de quercetina equivalentes / grama de
extrato.

A curva de calibragdo da quercetina foi determinada utilizando diferentes
concentragfes desta substancia (400, 300, 200, 100, 50, 25 e 10 pg/mL) diluida em etanol
99,6%.( WOISKY e SALATINO,1998; SINGLETON et al.,1999)
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4.10 Efeito quelante

A metodologia utilizada foi de Benzie e Strain (1996, 1999) com modificacdes,
adaptada para o ensaio. O principio baseia-se na formagdo de O-fenantrolina-Fe?* e complexo
e a sua ruptura, na presenca de agentes quelantes. Adicionou 100 pl de cada extrato, variando
de 64 a 2048ug foram adicionados a 50 mL de solu¢do aquosa 2,0 mM de FeSO4. Os
controles continham todos os reagentes de reagéo, exceto o extrato ou substancia de controle
positivo. Depois de 10 minutos de incubacéo, a reacao foi iniciada em 200 pl de 6,0 mM O-
fenantrolina. Ap6s um periodo de equilibrio de 10 min, foi registada a absorbancia a 510 nm.
As atividades de quelacédo de ferro, foram calculados a partir da absorbancia do controle (Ac)
e da amostra (A) usando uma equacgéo e expressa em equivalentes (Na,EDTA mg / g extrato).

Os valores sdo apresentados como as médias de andlises das triplicatas.

4.11 Teste de citoprotecdo em sementes de alface (Germinagéo)

Os experimentos foram conduzidos em placas de petri limpas, secas e estéreis forradas
com dois discos de papel filtro, onde foram dispostas as sementes de alface. Em cada placa foi
adicionado 3 mL das solucbes preparadas (adgua destilada, cloreto de mercurio, extrato e
extrato associado ao cloreto de mercdrio. A concentragdo de extrato foi de 256ug/mL, o
Cloreto de Mercudrio nas concentra¢cdes de 1,25mM, 0,5mM, 0,1mM e 0,05mM e a placa
controle foi umedecida com 3mL de 4agua destilada. Os experimentos foram conduzidos em
camara de germinacao do tipo BOD a temperatura de aproximadamente 25°C e fotoperiodo
de 12 horas por sete dias.

Os tratamentos foram dispostos em delineamento experimental inteiramente
casualizado (DIC), com trés repeticdes de 20 sementes por placa. Os pardmetros analisados ao
final dos sete dias foram: contagem do nimero de sementes germinadas, calculo do indice de
velocidade de germinacgdo (IVG), biometria do cauliculo e da radicula, numero de necrose
radicular e anormalidades das plantulas, seguindo o Manual de regras para andlise de
sementes (BRASIL, 2009). Foram consideradas germinadas as sementes cujas radiculas
atingiram 1 mm de comprimento.

O indice de velocidade de germinagdo (IVG) foi avaliado a cada 24 horas, sendo
determinado através do somatorio da raz&o entre 0 nimero de sementes germinadas no dia i
(ni) e o nimero de dias (i) (FERNANDES et al., 2007, modificado por SOBRAL-SOUZA et
al., 2014).

4.12Analise estatistica
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Os resultados dos testes foram feitos em triplicata e expressos como média. Para
andlise estatistica foi aplicada a ANOVA seguida do teste de Tukey.

32



RESULTADOS
E
DISCUSSAO



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente trabalho teve como resultado a producdo, submissdo, aceite e publicacdo de

artigos, onde na tabela abaixo identificamos 0 nome, situacéo e ano do artigo produzido.

Artigo | Nome Situacao Ano

1 Cytoprotective effect against mercury chloride Publicado | 2014
and bioinsecticidal activity of Eugenia jambolana

Lam.

2 Evaluacion de antioxidante y el efecto citoprotector de | Submetido | 2013
extractos de Eugenia jambolana Lam. y Psidium

myrsinites DC. A.

3 Verificacdo da atividade antioxidante e citoprotetora Submetido | 2014
dos extratos de Eugenia uniflora L. e Psidium

sobraleanum

4 Efeito citoprotetor de Eugenia uniflora L. contra os | Submetido | 2014

residuos de contaminantes de cloreto de mercurio




5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Caro leitor, os testes de Fenois totais e Flavonoides, Efeito quelante, Avaliacdo do potencial
citoprotetor contra cloreto de mercurio e o Teste de citoprotecdo em sementes de alface, com
0 extrato da espécie Eugenia jambolana Lam., presentes no artigo Cytoprotective effect
against mercury chloride and bioinsecticidal activity of Eugenia jambolana Lam., refere-
se ao meu projeto original de dissertacao.
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5.1 Cytoprotective effect against mercury chloride and bioinsecticidal activity of
Eugenia jambolana Lam.
Efeito citoprotetor contra cloreto de mercurio e atividade bioinsecticida de Eugenia
jambolana Lam.

Celestina E. Sobral-Souza, Nadghia F. Leite, Francisco A.B. Cunha, Antonio . Pinho,

Rosimeire S. Albuquerque, Joara N.P. Carneiro, Irwin R.A. Menezes, José G.M. Costa,
Jeferson L. Franco, Henrique D.M. Coutinho
RESUMO

A mosca da fruta Drosophila melanogaster é um diptero muito utilizado nas pesquisas
genéticas e que nas ultimas décadas, surgiu como um dos melhores organismos para estudos
de doencas humanas e pesquisas toxicoldgicas. A forma merclrica, cujo principal
representante é o cloreto de mercurio HgCl,, é alvo de inumeras investigagdes porque, além
de sua toxicidade intrinseca, € atribuida a ela a toxicidade do mercurio elementar uma vez
que, por oxidacdo é convertido em Hg*. Eugenia jambolana Lam. Myrtaceae, conhecida no
Brasil como jamboldo, é de grande interesse pelas aplicacbes medicinais, especialmente de
suas folhas e frutos. Este trabalho teve como objetivo foi caracterizar, por CG-MS, o0s
constituintes quimicos do 6leo essencial de Eugenia jambolana Lam. e avaliar a sua acéao bio-
inseticida, em modelo de Drosophila melanogaster, bem como verificar o efeito citoprotetor e
quelante do extrato de E. jambolana Lam. Os resultados obtidos neste experimento apontam
para a potencialidade dos O6leos essenciais como ferramentas a serem prospectadas
biologicamente como bioinseticidas. Pelo fato de serem biodegradaveis, 0s 6leos essenciais
podem ser importantes ferramentas no controle biolégico de pragas. Os resultados
demonstram que o extrato apresenta efeito alelopatico sobre as sementes de alface, e sua
combinagdo com o cloreto de mercurio ofereceu um maior crescimento nas radiculas e nos
cauliculos da Lactuta sativa, isso mostra que a vegetacdo pode ser uma alternativa para
solucionar o problema com a contaminacdo por metais pesados, além de apresentar um

potencial citoprotetora e uma agdo quelante moderada.

PALAVRAS-CHAVE: Bioinseticida, Geotaxia negativa, Efeito quelante, Citoprotecao,
Eugenia jambolana

Artigo publicado: Janeiro de 2014, Arabian Journal of Chemistry.



AVALIACAO BIO-INSETICIDA DO OLEO
ESSENCIAL E EFEITO CITOPROTETOR
EXTRATO ETANOLICO DE Eugenia
jambolana Lam.

RESUMO

A mosca da fruta Drosophila melanogaster é um
diptero muito utilizado nas pesquisas genéticas e
gque nas Ultimas décadas, surgiu como um dos
melhores organismos para estudos de doencas
humanas e pesquisas toxicolégicas. A forma
mercurica, cujo principal representante é o cloreto
de mercurio HgCl,, é alvo de inimeras
investigacBes porque, além de sua toxicidade
intrinseca, é atribuida a ela a toxicidade do
mercurio elementar uma vez que, por oxidacdo é
convertido em Hg™. Eugenia jambolana Lam.
Myrtaceae, conhecida no Brasil como jamboldo, é
de grande interesse pelas aplicagfes medicinais,
especialmente de suas folhas e frutos. Este trabalho
teve como objetivo foi caracterizar, por CG-MS, 0s
constituintes quimicos do dleo essencial de Eugenia
jambolana e avaliar a sua acdo bio-inseticida, em
modelo de Drosophila melanogaster, bem como
verificar o efeito citoprotetor e quelante do extrato
de E. jambolana. Os resultados obtidos neste
experimento apontam para a potencialidade dos
6leos essenciais como ferramentas a serem
prospectadas biologicamente como bioinseticidas.
Pelo fato de serem biodegradaveis, os 0leos
essenciais podem ser importantes ferramentas no
controle bioldgico de pragas. Os resultados
demonstram que o0 extrato apresenta efeito
alelopatico sobre as sementes de alface, e sua
combinacdo com o cloreto de mercirio ofereceu um
maior crescimento nas radiculas e nos cauliculos da
Lactuta sativa, isso mostra que a vegetacdo pode
ser uma alternativa para solucionar o problema com

a contaminagcdo por metais pesados, além de

apresentar um potencial citoprotetora e uma agéo

quelante moderada.

PALAVRAS-CHAVE:

Bioinseticida, Geotaxia negativa, Efeito quelante,
Citoprotecdo, Eugenia jambolana

1. INTRODUCAO

A familia Myrtaceae apresenta ampla
distribuicdo, ocorrendo, preferencialmente, nas
zonas tropicais e subtropicais, e € considerada uma
das mais importantes familias da flora brasileira em
funcdo da larga ocorréncia de espécies comestiveis
e/ou usadas na medicina tradicional. Eugenia
jambolana Lam., Myrtaceae, conhecida no Brasil
como jamboldo, € de grande interesse pelas
aplicacbes medicinais, especialmente de suas folhas
e frutos, no tratamento da diabetes (Pepato et al.,
2005).

A mosca da fruta Drosophila
melanogaster € um diptero muito utilizado nas
pesquisas genéticas e que nas Ultimas décadas,
surgiu como um dos melhores organismos para
estudos de doencas humanas e pesquisas
toxicolégicas (Siddique et al.,, 2005). Outra
vantagem € a auséncia de mitose celular nas moscas
em fase adulta. Desse modo, a mosca na fase adulta
tem envelhecimento sincronizado das suas células,
exceto as células das gbnadas e algumas do
intestino (Jimenez-Del-Rio et al., 2009). Isso torna
possivel a determinagdo dos danos causados por um
xenobidtico ao longo do tempo e a viabilidade
celular. Portanto o modelo de atividade bio-
inseticida utilizando Droséfila pode ser uma
alternativa relevante na busca de plantas do bioma

Caatinga, com atividade bioinseticida.
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De acordo com WHO (1991) o mercurio é
um metal pesado que tem sido considerado como
perigoso poluente ambiental. O merclrio ocorre
naturalmente na crosta terrestre (Lee et al., 2009),
nas formas organica e inorganica, no estado sélido,
dissolvido e na fase gasosa. Em consequéncia disso,
seu ciclo biogeoquimico envolve processos que
ocorrem no solo, na 4gua e na atmosfera (Tindco et
al.,, 2010). A forma mercdrica, cujo principal
representante € o cloreto de mercurio HgCl,, é alvo
de indmeras investigagdes porque, além de sua
toxicidade intrinseca, é atribuida a ela a toxicidade
do merclrio elementar uma vez que, por oxidacéo é
convertido em Hg* (Patrick et al, 2002). O
conhecimento sobre os niveis tdxicos de metais
pesados para as plantas ainda € insuficiente.
(Kabata-Pendias e Pendias,1984).

O objetivo deste trabalho foi caracterizar,
por CG-MS, os constituintes quimicos do 6leo
essencial de Eugenia jambolana e avaliar a sua
acdo bio-inseticida, em modelo de Drosophila
melanogaster, bem  como verificar o efeito

citoprotetor e quelante do extrato de E. jambolana.
2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material Vegetal

O material botinico de Eugenia
jambolona, foi coletado no Horto Boténico de
Plantas Medicinais do Laboratério de Pesquisa de
Produtos Naturais — LPPN, da Universidade
Regional do Cariri — URCA. Coordenadas: 07° 14°
18,2° de latitude S. e 39° 24° 53° W. de Greenwich.
O material vegetal foi identificado e foi depositada
uma exsicata no herbario Dardano Andrade Lima-
URCA da Universidade Regional do Cariri- URCA,

sob o nimero #3107.

2.1.1. Obtencao de 6leo essencial

Folhas de E. jambolana foram coletadas as
09:00 horas, + 30 minutos, picotadas em pedacos de
aproximadamente 1 cm? e acondicionadas em baldo
de vidro de 5 litros, sendo submetidas a extragdo
com aparelho de Clevenger, conforme metodologia
descrita por MATOS (2009), obtendo-se um

rendimento de 0,08%.

Os Oleos essenciais foram submetidos a
Cromatografia gasosa, acoplada a Espectrometria
de Massa — CG-MS.

2.1.2 Preparagdo do extrato etanélico das folhas de

Eugenia jambolona

Para preparacdo dos extratos foram
coletados 650 g das folhas, que permaneceram
submersos em etanol por 72h a temperatura
ambiente, sendo ap0Os esse periodo, filtrado e
concentrado em condensador rotativo a vacuo
(model Q-344B- Quimis, Brazil) e banho maria
(model Q214M2- Quimis Brazil), obtendo-se

rendimento do extrato bruto de 6,97g.

2.3. Microrganismos

A bactéria utilizada foi Escherichia coli
11105, cedida pelo Laboratério de Micologia da
Universidade Federal da Paraiba — UFPB.

2.2. Cultivo de Drosophila melanogaster

Moscas Drosophila melanogaster criadas

no Drosofilario do Laboratdério de Microbiologia e
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Biologia Molecular - LMBM, da Universidade
Regional do Cariri —-URCA. As moscas foram
gentilmente cedidas, para inicio da criacdo, do
Laboratério do Prof. Dr. Jeferson Franco da
Universidade Federal do Pampa — UNIPAMPA,
Séo Gabriel — RS.

2.4. Fenois totais e Flavonoides

A quantidade de fenodis totais, foi
determinada adicionando-se 200 pL da solucdo dos
extratos (300, 100, 50 e 25 pg/mL em etanol
99,6%) a 1 mL de reagente de Folin-Ciocalteau
(10% v/v) sendo agitada por 1 minuto. Em seguida
acrescentou-se 800 pL de carbonato de sddio 7,5%,
sendo a amostra homogeneizada por 30 segundos.
Ap6s 1 hora foi medida a absorbéncia em
espectrofotbmetro com comprimento de onda
ajustado para 765 nm. O branco foi determinado
com todos os reagentes, porém o extrato foi
substituido por agua destilada. O teste foi realizado
em triplicata. A média das trés leituras foi usada
para determinar os fendis totais, expressos como
miligramas equivalentes de acido galico / grama de
extrato, interpolando este valor na curva de
calibracdo construida com os padrBes de &cido

gélico.

A curva de calibragdo de acido galico foi
determinada utilizando diferentes concentragdes
desta substancia (300, 100, 75, 25 e 10 pg/mL).

Para quantificagdo de flavondides foram
preparadas solucBes do extrato (300, 200, 100 e 50
pg/mL) e utilizado 1 mL destas adicionando-se 1
mL cloreto de aluminio (AICI3) com contracdo de
2% peso/volume. No tubo que foi determinado
como branco, o volume adicionado de cloreto de

aluminio foi substituido por agua destilada. Apds

30 minutos de incubacdo a temperatura ambiente, a
absorbancia foi medida no filtro de 415 nm. O teste
foi feito em ftriplicata, resultando assim na
utilizacdo da média para determinacdo da
quantidade de flavondides totais e expresso como
miligramas de quercetina equivalentes / grama de

extrato.

A curva de calibracdo da quercetina foi
determinada utilizando diferentes concentragdes
desta substancia (400, 300, 200, 100, 50, 25 e 10
pg/mL) diluida em etanol 99,6%.

2.5. Efeito quelante

A metodologia utilizada foi de Benzie e
Strain (1996, 1999) com modificacdes, adaptada
para o ensaio. O principio baseia-se na formagéo de
O-fenantrolina-Fe*" e complexo e a sua ruptura, na
presenca de agentes quelantes. Adicionou 100 pl de
cada extrato, variando de 64 a 2048ug foram
adicionados a 50 mL de solugéo aquosa 2,0 mM de
FeSQO,. Os controles continham todos os reagentes
de reacdo, exceto o extrato ou substdncia de
controle positivo. Depois de 10 minutos de
incubacdo, a reacgdo foi iniciada em 200 pl de 6,0
mM O-fenantrolina. Ap6s um periodo de equilibrio
de 10 min, foi registada a absorbancia a 510 nm. As
atividades de quelacdo de ferro, foram calculados a
partir da absorbéancia do controle (Ac) e da amostra
(A) usando uma equacdo e expressa em
equivalentes (Na,EDTA mg / g extrato). Os valores
sdo apresentados como as médias de andlises das

triplicatas.

2.6. Avaliacdo do potencial citoprotetor de EEFEJ

contra cloreto de mercurio
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De acordo com Coutinho et al (2008), com
modificacdes, as concentragdes inibitorias minimas
(CIM) do EEFEJ foi determinada pelo ensaio de
microdiluicdo usando suspensdes de 10° UFC / ml
em solucdo salina e extratos na concentracao inicial
de 1024pg/mL. A CIM foi definida como a
concentragdo mais baixa a qual ndo foi observado
crescimento. Para a avaliagdo do efeito protetor
EEFEJ ao metal pesado, foi realizada uma
modulacédo utilizando concentra¢Bes sub-inibitorias
dos extratos, suspensdes de 105 UFC / ml de
Escherichia coli ATTC 11105 em meio M9 Tris
com 2% de glicose e uma de concentracdo do
cloreto de mercurio variando de 10 mM a 0,004883
mM. As placas de microdiluicdo foram incubadas
por 48 h a 37 ° C. A concentragdo bactericida
minima (CBM) foi determinadas como a menor
concentragdo capaz de inibir o crescimento dos
microrganismos, utilizando placas de petri com
HIA para transferéncia das solugdes incubadas em

placas de microdiluicéo.

2.7. Teste de citoprotecdo em sementes de alface

(Germinac&o)

Os experimentos foram conduzidos em
placas de petri limpas, secas e estéreis forradas com
dois discos de papel filtro, onde foram dispostas as
sementes de alface. Em cada placa foi adicionado 3
mL da solugdo. A concentracdo de extrato foi de
256pg/mL, o
concentragdes de 1,25mM, 0,5mM, 0,1mM e

Cloreto de Mercdrio nas
0,05mM e a placa controle foi umedecida com 3mL
de 4&gua destilada. Os experimentos foram
conduzidos em cadmara de germinacéo do tipo BOD
a temperatura de aproximadamente 25°C e

fotoperiodo de 12 horas por sete dias.

Os tratamentos foram dispostos em

delineamento experimental inteiramente
casualizado (DIC), com trés repetices de 20
sementes por placa. Os parametros analisados ao
final dos sete dias foram: contagem do nimero de
sementes germinadas, calculo do indice de
velocidade de germinacdo (IVG), biometria do
cauliculo e da radicula, nimero de necrose radicular
e anormalidades das plantulas, seguindo o Manual
de regras para andlise de sementes (BRASIL,
2009). Foram consideradas germinadas as sementes
cujas radiculas atingiram 1 mm de comprimento.

O indice de velocidade de germinagdo (IVG)
foi avaliado a cada 24 horas, sendo determinado
através do somatorio da razdo entre o nimero de
sementes germinadas no dia i (ni) e o nimero de

dias (i) (Fernandes et al., 2007).

2.8. Testes de Mortalidade

Moscas adultas (machos e fémeas) foram
dispostas em frascos de 330 mL, previamente
preparados com uma solugdo de sacarose em agua
destilada, na concentracdo de 20%, esta solugéo foi
embebida em 1 grama de papel filtro, disposto no
fundo do vidro. Na tampa rosqueavel do vidro, foi
introduzida uma contra-tampa de Poli Tereftalato
de Etila — PET, onde foi aderido, por fita adesiva,
papel wvegetal para receber as diversas
concentragbes do Oleo essencial. Os vidros
receberam 0s seguintes tratamentos: Controle
Sacarose a 20%, Tratamento com 0leo essencial a
2,5mg, 5 mg e 7,5 mg, com ciclo de claro, escuro
de 12 horas e temperatura controlada a 25°C + 5°C.
As leituras do experimento foram feitas a cada: 6,

12, 24 e 48 horas.
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1. Composigdo Quimica do Oleo Essencial

A composicdo quimica do dleo essencial, em
estudo, revelou a presenca de 14 fitoconstituintes, a
saber: a-pinene, camphene, p-pinene, myrcene, p-
cymene, L-limonene, trans- pS-ocimene, f -
ocimene, a-terpinolene, fenchol, f - fenchyl alcohol,
bornyl acetate, B-caryophyllene, o-humulene. Os
fitoconstituintes que se apresentaram com
percentual acima de 10%, foram: a-pinene, com
30,04 %, trans- fS-ocimene, com 26.85% e S —
ocimene com 11.13%. A composi¢do quimica do
6leo essencial encontra-se na Tabela 1 e o

Cromatograma na Figura 1.

3.2. Fenois totais e flavondides

Os resultados na Tabela 2 mostram a
quantidade de compostos fendlicos e flavondides do
EEFEJ.

Uma atividade alelopatica pode ser
observada sobre as sementes de Lactuca sativa
(alface), ja que a presenca do extrato de Eugenia
jambolana, em uma concentragdo baixa, inibiu a
germinacdo das sementes (Figura 3). Os
responsaveis pelos efeitos alelopaticos observados
nas plantas podem ser os diferentes grupamentos
guimicos (como 4cidos fendlicos, cumarinas,
terpendides, flavondides, alcalides, taninos,
quinonas complexas) (Einhellig, 1986; Medeiros,

1990).

Por outro lado, um dos principais
mecanismos em que elevadas concentracbes de
metais pesados causam danos no tecido vegetal é o

estresse oxidativo que pode ser ocasionado pelo

estimulo na produgdo de radicais livres (Fernandes,
2006).

Os compostos que possuem atividade
antioxidante incluem a classe de fendis, acidos
fendlicos e seus derivados, flavondides, tocoferois,
fosfolipidios, aminoacidos, &cido fitico, &cido
ascOrbico, pigmentos e esterdis. Antioxidantes
fendlicos sdo antioxidantes primarios que agem
como terminais para os radicais livres (Xing e
White, 2006).

3.3. Efeito Quelante

Os resultados na Tabela 2 mostram a
concentracdo quelante de 50% da concentracdo do
metal, em compara¢do com o EDTA, 136 pg/mL
(IC 50), 0 EEFEJ apresentou uma agdo quelante de
metal moderada, com uma IC 5, no valor de
566,98g/mL.

Lim et al (1982) estudaram os efeitos dos
agentes quelantes 1,10-fenantrolina nas reacdes de
auto-oxidacdo de S(IV) catalisadas por Fe(ll) e
Mn(Il). O EDTA tem um maior efeito inibidor
sobre o catalisador Fe(ll). O complexo
Fe(I1)/EDTA é reativo e em presenca de oxigénio é
rapidamente oxidado a Fe(llII)/EDTA, bastante
estavel. O efeito inibidor desses agentes quelantes
esta relacionado com a ocupacdo dos sitios de
coordenacdo do catalisador e ndo apenas com a
mudanca no potencial de oxirreducdo do ion
metdlico devido a complexacdo (Dellert-Ritter,

1992).

3.4. Avaliacdo do potencial citoprotetor de EEFEJ

contra Cloreto de MercUrio
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De acordo com os resultados apresentados
na figura 2, é possivel afirmar uma pequena acdo
protetora do extrato em relacdo ao controle, uma
vez que as bactérias conseguiram sobreviver em
concentragdes mais elevadas do metal. Segundo
Silver e Hobmam (2007), os microrganismos,
apresentam resisténcia a maioria dos metais
ocorrendo normalmente por efluxo, a fim de
remover metais do citoplasma e sequestro
extracelular do contaminante. Com o merclrio 0s

microrganismos utilizam o sistema operon mer.

3.5. Teste de citoprotecdo em sementes de alface

(Germinac&o)

As sementes foram submetidas ao teste de
germinacdo com tratamentos de &gua, extrato e
diferentes concentragdes de cloreto de mercurio,

como também a associagdo do extrato com o metal.

Os efeitos toxicos, s6 se manifestam em
organismos se 0 agente toxico alcancar locais
especificos do organismo, em concentracfes e
tempo suficiente para produzir algum tipo de efeito
(Barros, 2008). Na analise do tratamento com o
metal observou-se plantulas anormais, com necrose
da radicula. Acompanhado a isto, foi observado
discrepancias no crescimento da radicula e do

cauliculo.

De acordo com a figura 3, podemos
perceber que apesar do efeito alelopatico do EEFEJ
houve crescimento das sementes quanto o extrato
foi associado ao cloreto de merclrio esse efeito

pode ser visto em todas as concentragdes do metal.

Na figura 4 é possivel perceber um

aumento no comprimento dos cauliculos e radiculas

no tratamento onde ha a associacdo do extrato com

diferentes concentragGes de mercurio.

A contaminacdo com metais pesados
afetam o crescimento, a distribuicdo e o ciclo
biolégico das espécies vegetais (Barcelé e
Poschenrieder, 1992), contudo, a vegetacdo pode
ser uma alternativa para a recuperagdo de solos
degradados pelo excesso desses elementos (Salt et
al, 1995).

3.6. Efeito biocida

De acordo com o a figura 5 a partir do
tempo de 12h, nas concentragbes acima de
2,5mg/mL a mortalidade tornou-se crescente.
Tendo uma concentracdo de 50% de mortes em
aproximadamente 24h nas concentracBes de 2,5
mg/mL e 5mg/mL. E mortalidade maior que 50%
nas demais concentracdes testadas no periodo de
24h. Portanto, o tempo de exposi¢do também é um
fator responsével pelo aumenta da mortalidade. Ha
diversos relatos sobre a atividade inseticida de
6leos essenciais (Lima, 2006). Entretanto este € o
primeiro relato de atividade inseticida do 6leo
essencial de Eugenia jambolana. Os 0leos
essenciais podem atuar em enzimas digestivas e
neuroldgicas bem como interagir com o tegumento
do inseto (Isman, 2006). O experimento de Kim et
al. (2003) demonstraram a importancia da relacéo
entre a estrutura quimica e atividade bioldgica dos
compostos; quanto maior a lipofilicidade, maior a
penetragdo no tegumento do inseto. Os Oleos
essenciais como os seus fitoconstituintes isolados
tem se revelado como potenciais ferramentas para o
controle de pragas de forma isolada ou através do

manejo integrado de pragas.
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O mecanismo de fumigacéo utilizado neste
experimento, escolhido em face da respiracdo
traqueal destes dipteros, associado aos baixos
valores, em miligramas, encontrados para a CLs,
demonstrando indice de danos ao aparelho
locomotor, que pode estar associado a danos nos
neurdnios dopaminérgicos sao alentadores para o
teste de novos Oleos essenciais, especialmente
aqueles que possuem atividade pré-oxidante. De
acordo com Ennan et al. (1998), alguns compostos
presentes em Oleos essenciais (terpendides e
fenilpropandides) podem bloquear a octopamina,
um neurotransmissor de insetos que possui fungdes
similares da adrenalina em vertebrados. Compostos
como estes estdo presentes no Oleo essencial de
Eugenia jambolana, podendo estes serem o0s

responsaveis pela atividade observada.

Para verificar a diferenga na proporcéo de
mortalidades entre 0s grupos nos quais foi
administrado o 6leo essencial em relagcdo ao grupo
controle (sacarose), foi realizada uma anélise de

variancia (ANOVA), com a utilizagdo do software

TABELAS E FIGURAS

GraphPad Prism. A anélise de variancia (ANOVA)
demonstrou haver diferenca significativa na
quantidade de moscas mortas entre o controle
negativo (sacarose) em relacdo aos grupos nas quais

foi administrado o 6leo essencial (F=34,1; P< 0,05).
CONCLUSAO

O oleo essencial de Eugenia jambolana Lam.
apresenta-se como alternativa relevante na busca de
bioinseticidas, visto que o0 mesmo, has
concentragbes  testadas, mostrou  resultados
relevantes em modelo de Drosophila melanogaster,
como artrépodo alvo. De acordo com os resultados
podemos perceber que o extrato apesar de possuir
efeito alelopatico sobre as sementes de alface, sua
combinacdo com o cloreto de mercdrio ofereceu um
maior crescimento nas radiculas e nos cauliculos da
Lactuta sativa, mostrando que a vegetacdo pode ser
uma alternativa para solucionar o problema com a
contaminacdo por metais pesados, além de
apresentar um potencial citoprotetora e uma agéo

quelante moderada.

Tabela 1. Composicdo quimica (%) do 6leo essencial em % das folhas de E. Jambolana.

TR Composto
3.721 a-pinene
3.939 Camphene
4.401 B-pinene
4.703 Myrcene
5.332 p-cymene

(%) IK lit. IK calc.
30.04 934 930
1.17 780
8.26 975
2.78 991 991
0.38 1024
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5.408 L-limonene 6.52 1028
5.644 trans- B-ocimene 26.85 1040
5.857 B — ocimene 11.13 1050
6.707 a-terpinolene 0.56 1087
7.268 Fenchol 0.46 1111
9.178 B - fenchyl alcohol 7.27 1189
11.536 bornyl acetate 1.31 1283
14.737 B-caryophyllene 2.10 1412
15.547 a-humulene 1.17 1454 1447
TOTAL 100
.
'M‘ R 'l'm' T T T T
Figura 1. Cromatograma do 6leo essencial das folhas de E. jambolana
ACIDO GALICO QUERCETINA EEFEJ EDTA
Fendis totais 1079,06 mg/g - 322,96 mgl/g -
Flavondides - 946,94 mg/g 25,16 mg/g -
ICs - - 566.98pug/ml -
ICso - - - 136pg/ml

TABELA 2: Total de fenois, flavonoides e efeito quelante de EEFEJ.

* EEFEJ - Extrato Etanolico das Folhas de Eugenia jambolona Lam.; ICs, — concentracdo quelante de 50% da

concentragdo do metal.
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Figura 2: Efeito citroprotetor de Eugenia

jambolana em Escherichia coli. EEFEJ — Extrato

Etanolico das Folhas de Eugenia jambolana.
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Figura 4. Potencial citoprotetor do extrato de
Eugenia jambolana em sementes de alface. PN -

Produto Natural. HgCI, — Cloreto de mercirio.
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Figura 5. Efeito biocida do EEEJ(mg/mL) contra

***Valor

D.melanogaster estatisticamente

significativo com P< 0.05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Caro leitor, os testes de Fenois totais e Flavonoides, TBARS, Atividade antioxidante e
Avaliacdo do potencial citoprotetor do produto natural EEFEJ contra metais pesados, com o
extrato da espéecie Eugenia jambolana Lam., presentes no artigo Evaluacion de la actividad
antioxidante y citoprotector de extractos de Eugenia jambolana. Lam y Psidium

myrsinites DC. A, refere-se a0 meu projeto original de dissertacao.
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5.2 Avaliacdo da atividade antioxidante e citoprotetora de extratos de Eugenia

jambolana Lam. e Psidium myrsinites DC. A.

Nadghia F. Leite, Celestina Elba Sobral-Souza, Edinardo F. F. Matias, Liscéssia B. B.
Alencar, Rosimeire S. Albuquerque, Maria Flaviana B. M. Braga, Erlanio O. Souza, Henrique
D. M. Coutinho.

RESUMO

A avaliagdo da atividade antioxidante tem sido uma questdo importante considerando sua
importancia sobre a saide humana. Estudos recentes apontam a utilizacéo de plantas na forma
de sucos ou chas como fontes de agentes antioxidantes naturais que apresentam baixo risco
podendo ser utilizado no auxilio do tratamento de varias doencas. Neste contexto, avaliaram-
se 0s potenciais antioxidantes, in vitro, dos extratos de Eugenia jambolana Lam. e Psidium
myrsinites DC. A., além de quantificar fenois e flavonoides presentes nos extratos. De acordo
com os resultados obtidos, observou-se uma melhor atividade antioxidante para o extrato de
P. myrsinites DC. A., para o teste de TBARs com fosfolipidio de ovo, o extrato reduziu os
niveis basais no processo de peroxidacdo lipidica, a CL50 do EEFEJ mostrou os melhores
resultados, com um baixo valor quando comparado com o EHFPM e quando induzidos por
Fe?* o extrato de P. myrsinites DC. A. mostrou-se mais eficiente. Portanto, através destes
ensaios pode-se verificar que os extratos das folhas das espécies, E. jambolana Lam. e P.
myrsinite DC. A., apresentam uma atividade antioxidante, diretamente relacionada com
substancias fenolicas produzidas a partir do seu metabolismo secundario.

PALAVRAS-CHAVE: Eugenia jambolana Lam, Psidium myrsinites DC. A., metais

pesados, antioxidante.

Artigo submetido: Boletin latinoamericano y del caribe de plantas medicinales y aromaticas,
em 2014
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Avaliacdo da atividade antioxidante e citoprotetora de extratos de Eugenia
jambolana Lam. e Psidium myrsinites DC. A. contra metal pesado.

Nadghia FIGUEIREDO-LEITE", Celestina Elba SOBRAL-SOUZA', Edinardo Fagner FERREIRA-
MATIAS 2, Liscassia Beatriz BATISTA-ALENCAR?, Rosimeire SABINO-ALBUQUERQUE,
Maria Flaviana Bezerra MORAIS-BRAGA!, Erlanio OLIVEIRA-SOUZA 3, Henrique Douglas
MELO-COUTINHO*

" Universidade Regional do Cariri,URCA, Crato(CE), Brasil.Rua Cel. Antonio Luis 1161, Pimenta,
63105-000.Fone:+55(88)31021212;*Correo electronico: hdmcoutinho@gmail.com

’Faculdade de Ciéncias Aplicadas Dr. Ledo Sampaio, Juazeiro do Norte(CE), Brasil.

3Laboratério de Pesquisas em Produtos Naturais, Universidade Regional do Cariri, Crato(CE),
Brasil;

RESUMO

Avaliacédo da atividade antioxidante tem sido uma questdo importante, dada a sua importancia para a
salde humana. Estudos recentes mostram que o0 uso de plantas sob a forma de sucos ou chas como
fontes de antioxidantes naturais que tém um risco baixo podem ser usados como um auxiliar no
tratamento de varias doencas. Neste contexto, foi avaliado o potencial antioxidante in vitro dos
extratos de Eugenia jambolana Lam e Psidium myrsinites DC. A. e a quantificacdo de fendis totais e
flavonoides presentes nos extratos. De acordo com os resultados, o extrato de Psidium myrsinites DC.
A. mostrou melhor atividade antioxidante. Para o teste de TBARS com fosfolipidios de ovos houve
uma reducdo dos niveis basais no processo de peroxidacdo lipidica, a CEsy de EEFEJ apresentou 0s
melhores resultados em comparagdo com EHFPM, quando induzida por Fe* o extrato Psidium
myrsinites DC. A. provou ser mais eficiente. Portanto, atraves destes testes pode ser visto que 0s
extratos de folhas das espécies, Eugenia jambolana Lam e Psidium myrsinites DC. A.,apresentam
atividade antioxidante relacionada com as substancias fenoélicas produzidos a partir do metabolismo
secundario.

Palavras-chave: Eugenia jambolana, Psidium myrsinites DC. A., antioxidante, metais pesados .

INTRODUCAO

A avaliacdo da atividade antioxidante tem sido uma questdo relevante considerando sua
importancia sobre a salde humana. Estudos recentes apontam a utilizacdo de plantas na forma de
sucos ou chas como fontes de agentes antioxidantes naturais que apresentam baixo risco podendo ser

utilizado no auxilio do tratamento de varias doencas (Silva et al., 2005).
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Para alem de doencgas cronicas, 0 estresse oxidativo também pode desempenhar um papel
fundamental na hepatotoxicidade aguda de varios farmacos, incluindo o analgésico utilizado
mundialmente e antipirético paracetamol (Angela, Richard, Sandra, Robert, & Jack, 2005). Estudos
tém mostrado que a utilizagdo de compostos polifendlicos encontrados no cha, frutas e vegetais esta
associada com um risco baixo de tais doencas (Hertog, Hollman, & Van, 1993). Consequentemente,
existe uma grande quantidade de interesse em plantas comestiveis que contém antioxidantes e como

potenciais agentes terapéuticos (Vieira, 1999).

O MDA foi o foco de atencdo da peroxidacao lipidica durante muitos anos, pelo fato de poder
ser medido livre, utilizando-se o &cido tiobarbitdrico (TBA). O MDA reage com TBA e forma um
cromégeno de cor rosa fluorescente, cuja absor¢do ocorre em A de 532 nm e fluorescéncia em 553 nm

(Thérond et al 2000).

Plantas medicinais possuem diversos compostos quimicos com potencial antioxidante. Dentre as
classes com essa propriedade, os compostos fendlicos tem recebido muita atengdo, sobretudo por
apresentarem comprovada atividade de inibicdo da peroxidacdo lipidica e da lipoxigenase in vitro

(Sousa et al., 2007; Sun et al., 2012).

Os antioxidantes sdo substancias quimicas que reagem com os radicais livres e, assim, limitam
0s seus efeitos adversos sobre o corpo. O corpo humano tem a capacidade de produzir certos

antioxidantes enddgenos, mas a maioria deles vem do alimento ingerido (Borguini & Torres 2009).

Eugenia jambolana Lam. (Myrtaceae),conhecida como oliveira, é utilizado como um alimento
e utilizada na medicina tradicional para a atividade antimicrobiana (Hotetz et al, 2002), e que tem sido
extensivamente estudada por suas propriedades antioxidantes, e pelo potencial hipoglicémico e

hipotensivo (Souza et al, 2004).

Psidium myrsinites DC. A., também conhecida como aracé, tem uso medicinal, melhorando a
cicatrizacdo, e uso alimenticio, com fabricagdo de geleias e sucos. Podendo ser encontrada nos estados

do Ceara, Bahia, Tocantins, Goias, Mato Grosso, Maranhdo, Piaui e Distrito Federal. Em seu 6leo

51



essencial estd presente uma substancia usada na composicdo de perfumes, o linalol (Ambiente Brasil,

2009).

Este trabalho teve como objetivo verificar os potenciais antioxidantes, in vitro, de extratos por
DPPH (difenil-picrilhidrazil) e TBARS (Thiobarbituric Acid Reactive Substances), e quantificar

fendis e flavonoides presentes nos extratos.

MATERIAIS E METODOS
Fenois totais

A quantidade de fendis totais, foi determinada adicionando-se 200 L da solugdo dos extratos
(300, 100, 50 e 25 pg/mL em etanol 99,6%) a 1 mL de reagente de Folin-Ciocalteau (10% v/v) sendo
agitada por 1 minuto. Em seguida acrescentou-se 800 pL de carbonato de sédio 7,5%, sendo a amostra
homogeneizada por 30 segundos. Apds 1 hora foi medida a absorbancia em espectrofotbmetro com
comprimento de onda ajustado para 765 nm. O branco foi determinado com todos 0s reagentes, porém
o0 extrato foi substituido por agua destilada. O teste foi realizado em triplicata. A média das trés
leituras foi usada para determinar os fendis totais, expressos como miligramas equivalentes de acido
galico/ grama de extrato, interpolando este valor na curva de calibracdo construida com os padrdes de

acido galico.

A curva de calibracdo de acido galico foi determinada utilizando diferentes concentragdes desta

substancia (300, 100, 75, 25 e 10 pg/mL).

Flavonoides

Foram preparadas solucbes do extrato (300, 200, 100 e 50 pg/mL) e utilizado 1 mL destas
adicionando-se 1 mL cloreto de aluminio (AlICl3) com contragdo de 2% peso/volume. No tubo que foi
determinado como branco, o volume adicionado de cloreto de aluminio foi substituido por agua
destilada. Apds 30 minutos de incubacdo a temperatura ambiente, a absorbancia foi medida no filtro

de 415 nm. O teste foi feito em triplicata, resultando assim na utilizacdo da média para determinacgéo
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da quantidade de flavondides totais e expresso como miligramas de quercetina equivalentes / grama de

extrato.

A curva de calibracdo da quercetina foi determinada utilizando diferentes concentracdes desta

substancia (400, 300, 200, 100, 50, 25 e 10 pug/mL) diluida em etanol 99,6%.

Atividade antioxidante

Foram preparadas solugdes com diferentes concentragdes de cada extrato de Eugenia jambolana
Lam. e Psidium myrsinites DC. A. (250, 125, 50, 25, 10 e 5 pg/mL) em triplicata. Em um tubo foram
misturados 100 pL da solugéo do extrato e 3,9 mL de solucéo de 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH)
0,06 mM e homogenizado com agitador de tubos, procedimento realizado em ambiente escuro. Para o
branco, a amostra foi substituida por 100 pL de metanol. As leituras foram realizadas utilizando um
filtro de comprimento de onda de 520 nm e repetidas a cada minuto até que foi observada a

estabilizacdo da leitura.

A curva padrdo foi determinada realizando leituras no mesmo comprimento de onda (515 nm),
porém com solucBes de DPPH em diferentes concentragdes (10 uM, 20 uM, 30 uM, 40 uM, 50 uM e
60 uM), sendo o branco determinado por metanol (SANCHEZ—MORENO, 2002; RUFINO et al.,

2007)
TBARS

A producdo de TBARS de fosfolipido foi determinada usando o método de Ohkawa et al.
(1979), com modificacGes. Foi preparada uma solucéo de gema de ovo, misturada com uma solucédo de
hexano-isoprapanol (3:2). Essa solucéo foi filtrada e rotaevaporada até a obtencdo de residuo solido.
Para ensaio TBARS solubilizou-se 0,05g do residuo em 10 mL de 4gua mili-Q. Para pré-incubacg&o foi
utilizado 100ul de fosfolipidio, 50ul de extrato nas concentragbes de 100, 40, 10 e 4 pg/mL
juntamente com um volume adequado de agua deionizada. As amostras foram repetidas adicionando
14ul de Fe (60uM) e incubadas a 37°C, durante 1 h. Apos a pré incubacédo foi adicionado 500uL de

tampédo acido acético e 500ul de TBA (acido tiobarbitdrico) 0,6% e incubado por 1h a uma
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temperatura de 100°C. Os tubos foram adicionados 2 ml de n-butanol e a mistura centrifugada. O
sobrenadante foi retirado e a absorbancia foi lida a 532 nm num espectrofotbmetro. Para a curva de
MDA (malonaldialdeido) foi utilizada 500uL de acido acético, 500uL de TBA (0,6%), MDA nas
concentragdes de 50, 100, 150, 200pL e volume adequado de agua destilada para completar um

volume de 1,5mL. Os testes foram feitos em triplicata e repetido duas vezes.
Avaliacao do potencial citoprotetor do produto natural EEFEJ e EHFPM contra metais pesados

De acordo com Coutinho et al., 2008, modificado, as concentragdes inibitdrias minimas (CIM)
do EEFEJ e EHFPM, foram determinados pelo ensaio de microdiluicio usando suspensdes de 10°
UFC / ml em solucdo salina e extratos na concentracdo inicial de 1024ug/mL. A CIM foi definida
como a concentragcdo mais baixa a qual ndo foi observado crescimento. Para a avaliacdo do efeito
protetor EEFEJ e EHFPM ao metal pesado, foi realizada uma modulagdo utilizando concentragdes
sub-inibitdrias dos extratos, suspensdes de 105 UFC / ml de Escherichia coli ATTC 11105 e Candida
albicans 62 em meio M9 Tris com 2% de glicose e uma de concentracdo do sulfato de ferro Il
variando de 100 mM a 0,0488 Mm. As placas de microdiluicdo foram incubadas por 48 ha 37 ° C. A
concentracdo bactericida minima (CBM) e concentragdo fungicida minima (CFM) foram determinadas
como a menor concentragdo capaz de inibir o crescimento dos microrganismos, utilizando placas de

petri com HIA para transferéncia das solugdes incubadas em placas de microdiluicao.
RESULTADOS E DISCUSSAO
Fendis totais e Flavondides

Os resultados da Tabela 1 mostram que a quantidade de compostos fendlicos totais nos
extratos das plantas foi de 322,96 mg/g e 557,16 mg/g, para EEFEJ e EHFPM, respectivamente. A

quantidade flavonoides foi maior no extrato de Eugenia jambolana Lam.

AC.GALICO QUERCETINA EEFEJ EHFPM

(padrao) (mg/g) (padrao) (mg/9) (mg/9) (mg/g)

Fenois Totais 1079,06 - 322,96 557,16
Flavonoides - 946,94 25,16 17,54
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TABELA 1: VALORES DE FENOIS TOTAIS E FLAVONOIDES DO EEFEJ E EHFPM
*EEFEJ — Extrato etan6lico de Eugenia jambolona Lam.; EHFPM - Extrato hidroalcéolico de
Psidium myrsinites DC. A.
TBARS

Esse trabalho revelou uma inibi¢do do processo de peroxidacéo lipidica utilizando fosfolipidio
de ovo. Apresentou indicio de reducdo quanto aos niveis basais para os extratos das folhas, esta
reducdo foi considerada significativa para EHFPM quando ndo induzido o estresse oxidativo com

auxilio de Fe**, com maior significancia bxnas concentragdes de 4ug/mL e 10pg/mL, e para EEFEJ

ndo foram verificadas agdo antioxidante significante em nenhuma das indugdes.

EEFEJ EHFPM

nmol MDA/g fosfolipideo
nmol MDA/g fosfolipideo

Concentrac¢6es (ng/mL) Concentrac¢6es (ng/mL)

Figura 1: Propriedade antioxidante de EEFEJ E EHFPM. Peroxidacéo lipidica (producdo de TBARS)
em fosfolipideos de ovo foi determinada quer na auséncia ou na presenca de Fe** (10 mM). Os valores
sdo expressos como média £ SEM de 2 experimentos independentes efetuadas em triplicata. *p<0,05
vs Fe?* induzido; **p<0,01 vs Fe®* induzido.

A grande quantidade de compostos fendlicos pode explicar o efeito antioxidante de EHFPM ja
que a atividade antioxidante dos compostos fenolicos se da pela inibi¢do da peroxidacdo lipidica. Esta
atividade é depende da estrutura das moléculas, bem como o nimero e a posi¢do do grupo hidroxila.
Os compostos fenolicos (especialmente flavonoides) sdo capazes de alterar a cinética da peroxidacao
por alterar a organizacdo de compostos lipidicos. Eles estabilizam as membranas pela fluidez da
mesma por diminuir e impedir a difusdo dos radicais livres e restringir a reacdo de peroxidagéo

(MICHALAK, 2006).
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Um estudo feito por Mazzanti (2003) indica que ndo ha efeito antiperoxidativo do extrato da

casca da Syzygium cumini (Eugenia jambolana Lam.).

Atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi mensurada com 0 método do DPPH e o resultado expresso em um valor
de CEsp 96,81 pg/mL e 7,52 pg/mL, para Eugenia jambolona Lam. e Psidium myrsinites DC. A,
respectivamente (Tabela 2). Quanto mais baixo for o valor CEs,, maior é a poténcia antioxidante.
Portanto, 0 EHFPM, mostra-se mais efetivo em relagdo ao EEFEJ, que pode esta relacionada a elevada

presenca de compostos fenolicos e flavonoides.

A CEx, foi calculada a partir de dados obtidos de testes de peroxidagdo lipidica (TBARS),0

EEFEJ mostrou o melhor resultado com baixo valor de CE50 em comparacdo com EHFPM.(Tabla 2).

CEso (mg/mL) CEso (mg/mL)
AMOSIfa  “TEARS —basal  TBARS - Fe? DPPH
EEFEJ 8,16 40,05 96,81
EHFPM 178,58 86,71 752

TABELA 2: VALORES DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E VALORES DA CEs, E CEsy DE
EEFEJ E EHFPM

EEFEJ — Extrato etandlico de Eugenia jambolana Lam.; EHFPS — Extrato hidroalcéolico de Psidium
myrsinites DC. A..

Avaliacao do potencial citoprotetor dos extratos EEFEJ e EHFPM contra metais pesados

O ferro é o segundo metal mais abundante, mas apesar disso apresenta baixa solubilidade em
ambientes aerdbios e no pH fisiologico da célula (Crichton, 1991). Deste modo, este elemento
encontra-se, geralmente, no limite da disponibilidade celular para atender aos diversos processos
metabdlicos, sendo assim entdo retirado do ambiente e estocado em proteinas, para evitar caréncias

que podem acarretar a morte celular. Para isso, 0s microrganismos utilizam mecanismos e reagdes com
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alta afinidade por ferro entre os quais se ligam ao ferro e o uso de agentes quelantes que complexam o
ferro soltvel (Brickman & Armstrong, 1995).

A presenca dos extratos mostrou-se indiferente nas concentracdes analisadas, visto que 0s
microrganismos conseguiram sobreviver nas concentragdes utilizadas de sulfato de ferro Il e na
modulacdo com EEFEU e EHFPS. Supostamente os microrganismos utilizados nesse trabalho podem
ter absorvido o ferro presente no meio e transportado para suas proteinas garantindo assim a
manutencdo da sua vida.

CONCLUSAO

A atividade antioxidante dos extratos foi avaliada, juntamente com o seu contetdo de fendis e
flavonoides. Em testes de captura do radical livre de DPPH atividade antioxidante melhor EHFPM que
esta relacionado com o elevado conteldo de compostos fenélicos foi observada. Para testar TBARS
com fosfolipidos de ovo, os extratos reduziram os niveis basais no processo de peroxidacdo lipidica, e
guando induzida pelo Fe** o EHFPM foi mais eficiente. O extrato de E. jambolana Lam. mostrou uma
CEs, com um valor mais baixo. Portanto, através destes testes pode ser visto que os extratos de folhas
de Psidium myrsinites e Eugenia jambolana apresentaram atividade antioxidante, e pode estar
relacionado com substancias fendlicas produzidas a partir do metabolismo secundario. Os extratos

também mostraram que ndo houve potencial citoprotetor contra ferro Il.

REFERENCIAS

BORGUINI RG, TORRES EFS. Tomatoes and tomato products as dietary sources of
antioxidants. Food Rev. Int. 2009; 25: 313-325.

BRICKMAN TJ, ARMSTRONG SK. Bortella pertussis fur gene restores iron repressibility of
siderophore and protein expression to dere gulated Bortella bronchiseptica mutants. J. Bacteriol. 1995;
177: 268-270.

COUTINHO HDM, COSTA JGM, LIMA EO, FALCAO-SILVA VS, SIQUEIRA-JUNIOR JP.
Enhancement of the Antibiotic Activity against a Multiresistant Escherichia coli by Mentha arvensis
L. and Chlorpromazine. Chemotherapy. 2008; 54: 328-330.

CRICHTON RR. Inorganic biochemistry of iron metabolism. Ellis Horwood, West Sussex, England;
1991.

HERTOG MGL, HOLLMAN PCH, VAN PB. Content of potentially anticarcinogenic flavonoids of
tea infusions, wines and fruit juices. J. Agr. Food Chem. 1993; 41: 1242-1246.

57



HOLETZ FB, PESSINI GL, SANCHES NR, CORTEZ DA, NAKAMURA CV, FILHO BP.
Screening of some plants used in the Brazilian folk medicine for the treatment of infectious diseases.
Mem. Inst. Oswaldo Cruz. 1997; 97: 1027-1031.

IHA SM, MIGLIATO KF, VELLOSA JCR, SACRAMENTO LVS, PIETRO RCLR, ISAAC VLB,
BRUNETTI IL, CORREA MA, SALGADO HRN. 2008. Estudo fitoquimico de goiaba (Psidium
guajava L.) com potencial antioxidante para o desenvolvimento de formulacéo fitocosmética. Rev.
Bras. Farmacogn. 2008;18: 387-393.

MAZZANTI CM, SCHOSSLER DR, FILAPPI A, PRESTES D, BALZ D, MIRON V, MORSCH A,
SCHETINGER MRC, MORSCH VM, CECIM M. Extrato da casca de Syzygium cumini no controle
da glicemia e estresse oxidativo de ratos normais e diabéticos. Ciénc. Rural 2003; 33: 1061-1065.

MICHALAK A. Phenolic compounds and their antioxidant activity in plants growing under heavy
metal stress. Pol. J. Environ. Stud. 2006;15: 523-530.

OHKAWA H, OHISHI H, YAGI K. Assay for lipid peroxyde in animal tissues by thiobarbituric acid
reaction. Anal. Biochem. 1979;95: 351-358.

REID AB, KURTEN RC, MCCULLOUGH SS, BROCK RW, HINSON JA. Mechanism of
acetaminophen-induced hepatotoxicity: Role of oxidative stress and mitochondrial permeability
transition in freshly isolated mouse hepatocytes. J. Pharmacol. Ther. Exp. 2006; 312: 509-516.

RUFINO M, ALVES R, BRITO E, MORAIS S, SAMPAIO C, JIMEZES-PEREZ J, SAURA-
CALIXTO F. Metodologia Cientifica: Determinacdo da Atividade Antioxidante Total em Frutas pela
Captura do Radical Livre DPPH. Embrapa Agroindustria Tropical, Fortaleza; 2007.

SANCHEZ-MORENO JA, LARRAURI F, SAURA-CALIXTO F. A procedure to meausure the
antiradical efficiency of polyphenols. J. Sci. Food. Agr. 1998; 76: 270-276.

SILVA CG, HERDEIRO RS, MATHIAS CJ, PANEK AD, SILVEIRA CS, RODRIGUES VP,
RENNO MN, FALCAO DQ, CERQUEIRA DM, MINTO ABM, NOGUEIRA FLP, QUARESMA
CH, SILVA JFM, MENEZES FS, ELEUTHERIO ECA. Evalution of antioxidant activity of Brazilian
plants. Pharm. Res. 2005; 52: 229-233.

SOUSA CMM, SILVA HS, VIEIRA-JR GM, AYRES MCC, COSTA CLS, ARAUJO DS,
CAVALCANTE LCD, BARROS EDS, ARAUJO PBM, BRANDAO MS, CHAVES MH. Fendis
totais e atividade antioxidante de cinco plantas medicinais. Quim. Nova. 2007; 30: 2, 351-355.

SOUZA GC, HAAS APS, VON POSER GL, SCHAPOVAL EES, ELISABETSKY E.
Ethnopharmacological studies of antimicrobial remedies in the south of Brazil. J. Ethnopharmacol.
2004; 90: 135-143.

SUN J, SHAO-FANG L, CHU-SHU Z, LI-NA Y, JIE B, FENG Z, QING-LIY. Chemical composition
and antioxidant activities of Brussonetia papyfera fruits. Plos One. 2012; 7: 1-8.

THEROND P, BONNEFONT-ROUSSELOT D, DAVIT-SPRAUL A, CONTI M, LEGRAND A.
Biomarkers of oxidative stress: an analytical approach. Curr. Opin. Clin. Nutr. Metab. Care. 2000; 3:
373-84.

VIEIRA RF. Conservation of medicinal and aromatic plants in Brazil. In: Perspective in new crops
and new uses. Janick J.(ed). AHS press. Alexandria, USA; 1999.

58


http://jpet.aspetjournals.org/search?author1=Richard+C.+Kurten&sortspec=date&submit=Submit
http://jpet.aspetjournals.org/search?author1=Sandra+S.+McCullough&sortspec=date&submit=Submit
http://jpet.aspetjournals.org/search?author1=Robert+W.+Brock&sortspec=date&submit=Submit
http://jpet.aspetjournals.org/search?author1=Jack+A.+Hinson&sortspec=date&submit=Submit

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Caro leitor, os testes de Fenois totais e Flavonoides, TBARS, Atividade antioxidante e
Avaliacéo do potencial citoprotetor do produto natural EEFEU contra metais pesados, com o
extrato da espécie Eugenia uniflora L., presentes no artigo Verificacdo da atividade
antioxidante e citoprotetora dos extratos de Eugenia uniflora L. e Psidium sobraleanum,

refere-se ao meu projeto original de dissertacao.
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5.3 Verificacdo da atividade antioxidante e citoprotetora dos extratos de Eugenia

uniflora e Psidium sobraleanum

Celestina E. Sobral-Souza, Nadghia F. Leite, Liscassia B. B. Alencar, Rosimeire S.

Albuquerque, Francisco A. B. Cunha, Antonio I. Pinho, José G. M. Costa & Henrique

D.M.Coutinho.

RESUMO:

A avaliagdo da atividade antioxidante tem sido uma questdo importante considerando sua
importancia sobre a saude humana. Estudos recentes apontam a utilizacdo de plantas na forma
de sucos ou chas como fontes de agentes antioxidantes naturais que apresentam baixo risco
podendo ser utilizado no auxilio do tratamento de vérias doencas. Neste contexto, avaliaram-
se 0s potenciais antioxidantes, in vitro, dos extratos de Eugenia uniflora e Psidium
sobraleanum, além de quantificar fendis e flavonoides presentes nos extratos. De acordo com
os resultados obtidos, observou-se uma melhor atividade antioxidante para o extrato de
Eugenia uniflora, para o teste de TBARs com fosfolipidio de ovo, os extratos reduziram os
niveis basais no processo de peroxidaco lipidica, e quando induzidos por Fe?* o extrato de
Psidium sobraleanum mostrou-se mais eficiente. Portanto, através destes ensaios pode-se
verificar que os extratos das folhas das espécies, Eugenia uniflora e Psidium sobraleanum,
apresentam uma atividade antioxidante, diretamente relacionada com substancias fendlicas

produzidas a partir do seu metabolismo secundario.

PALAVRAS-CHAVE: peroxidacao lipidica, compostos fenolicos, sulfato de ferro, produto

natural.

Artigo submetido: Acta Biologica Colombiana, em 2013.

60



Verificacdo da atividade antioxidante e citoprotetora dos extratos de Eugenia uniflora L. e
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Resumo:

A avaliacdo da atividade antioxidante tem sido uma questdo importante considerando sua importancia
sobre a satde humana. Estudos recentes apontam a utilizagdo de plantas na forma de sucos ou chés
como fontes de agentes antioxidantes naturais que apresentam baixo risco podendo ser utilizado no
auxilio do tratamento de varias doencas. Neste contexto, avaliaram-se 0s potenciais antioxidantes, in
vitro, dos extratos de Eugenia uniflora e Psidium sobraleanum, além de quantificar fendis e
flavonoides presentes nos extratos. De acordo com os resultados obtidos, observou-se uma melhor
atividade antioxidante para o extrato de Eugenia uniflora, para o teste de TBARs com fosfolipidio de
0vo, 0s extratos reduziram os niveis basais no processo de peroxidacdo lipidica, e quando induzidos
por Fe?* o extrato de Psidium sobraleanum mostrou-se mais eficiente. Portanto, através destes ensaios
pode-se verificar que os extratos das folhas das espécies, Eugenia uniflora e Psidium sobresalanum,
apresentam uma atividade antioxidante, diretamente relacionada com substancias fenélicas produzidas

a partir do seu metabolismo secundario.

Palavras-chave: peroxidacao lipidica, compostos fenélicos, sulfato de ferro, produto natural.
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Verification of cytoprotective and antioxidant activity of the extracts of Eugenia uniflora and

Psidium sobraleanum
Abstract:

Evaluation of antioxidant activity has been an important issue considering its importance to human
health. Recent studies show that the use of plants in the form of juices or teas as sources of natural
antioxidants which have a low risk can be used as an aid to the treatment of various diseases. In this
context, evaluated the antioxidant potential in vitro, extracts of Eugenia uniflora and Psidium
sobraleanum and quantifies phenols and flavonoids present in the extracts. According to the results,
showed a better antioxidant activity for the extract of Eugenia uniflora for testing TBARS with
phospholipid, egg extracts reduced basal levels in the process of lipid peroxidation, and when induced
by Fe2 + extract Psidium sobraleanum proved to be more efficient. Therefore, through these tests can
be seen that the extracts of the leaves of the species, Eugenia uniflora and Psidium sobresalanum,
exhibit antioxidant activity, directly related phenolic substances produced from its secondary

metabolism.

Keywords: lipid peroxidation, phenolic compounds, iron sulphate, natural product

INTRODUCAO

A avaliacdo da atividade antioxidante tem sido uma questdo importante considerando sua
importancia sobre a salde humana. Estudos recentes apontam a utilizacdo de plantas na forma de
sucos ou chas como fontes de agentes antioxidantes naturais que apresentam baixo risco podendo ser
utilizado no auxilio do tratamento de varias doencas (Silva et al., 2005).

Para além de doencas cronicas, o estresse oxidativo também pode desempenhar um papel
fundamental na hepatotoxicidade aguda de varios farmacos, incluindo o analgésico utilizado
mundialmente e antipirético paracetamol (Angela, Richard, Sandra, Robert, & Jack, 2005). Estudos
tém mostrado que a utilizagdo de compostos polifendlicos encontrados no cha, frutas e vegetais esta
associada com um risco baixo de tais doencas (Hertog, Hollman, & Van, 1993). Consequentemente,
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existe uma grande quantidade de interesse em plantas comestiveis que contém antioxidantes e de
promocao da saude fitoquimicos como potenciais agentes terapéuticos (Vieira, 1999).

O MDA foi o foco de atencdo da peroxidacao lipidica durante muitos anos, pelo fato de poder
ser medido livre, utilizando-se o &cido tiobarbitarico (TBA). O MDA reage com TBA e forma um
cromaégeno de cor rosa fluorescente, cuja absorgdo ocorre em A de 532 nm e fluorescéncia em 553 nm
(Thérond et al 2000).

Plantas medicinais possuem diversos compostos quimicos com potencial antioxidante. Dentre as
classes com essa propriedade, os compostos fendlicos tem recebido muita atencdo, sobretudo por
apresentarem comprovada atividade de inibicdo da peroxidacdo lipidica e da lipoxigenase in vitro
(Sousa et al., 2007; Sun et al., 2012).

A espécie Eugenia uniflora, conhecida no Brasil como pitanga é uma planta arbdrea da familia
Myrtaceae presente em todo o pais. Além da sua atividade antimicrobiana, é muito pesquisada pelo
seu potencial antioxidante (Velazquez et al., 2003) e hipotensor (Consolini & Sarubbio, 2002).
Diversos fitoconstituintes de E. uniflora ja foram isolados como os flavonoides, miricitrina, quercetina
e 0 ramnosidio 3- quercitrina, além de esterdides, compostos mono e triterpendides, taninos,
antraquinonas, fenais, cineol e 6leos essenciais (Bandoni et al., 1972; Wazlawik et al., 1997).

O género Psidium se destaca por apresentar espécies com grande potencial terapéutico e
diversas atividades biolégicas e farmacoldgicas, dentre elas: atividade antioxidante, hepatoprotetora,
antitumoral, antimicrobiana, anti-inflamatdria, e anticestodea.(ABREU et al., 2006; UBOH, OKON e
EKONG, 2010; CHEN et al., 2009; NAIR,KALARIYA e CHANDA, 2007; GONCALVES et al.,
2008; ARIMA e DANNO, 2002; TEMGENMOGLA e ARUN, 2006). A espécie Psidium
sobraleanum Proenca Landrum, é conhecida popularmente como araca de veado e estd presente na
regido da Chapada do Araripe, no estado do Ceara.

Este trabalho teve como objetivo verificar os potenciais antioxidantes, in vitro, dos extratos de
Eugenia uniflora e Psidium sobraleanum por DPPH (difenil-picrilhidrazil) e TBARS (Thiobarbituric
Acid Reactive Substances), atividade citoprotetora e quantificar fendis e flavonoides presentes nos
extratos.

MATERIAIS E METODOS

Fendis totais

A quantidade de fendis totais, foi determinada adicionando-se 200 uL da solugdo dos extratos
(300, 100, 50 e 25 pg/mL em etanol 99,6%) a 1 mL de reagente de Folin-Ciocalteau (10% v/v) sendo
agitada por 1 minuto. Em seguida acrescentou-se 800 pL de carbonato de sédio 7,5%, sendo a amostra
homogeneizada por 30 segundos. Ap6s 1 hora foi medida a absorbancia em espectrofotdmetro com
comprimento de onda ajustado para 765 nm. O branco foi determinado com todos 0s reagentes, porém
o0 extrato foi substituido por agua destilada. O teste foi realizado em triplicata. A média das trés
leituras foi usada para determinar os fendis totais, expressos como miligramas equivalentes de acido
galico/ grama de extrato, interpolando este valor na curva de calibragdo construida com os padrdes de
acido galico.

A curva de calibracdo de acido galico foi determinada utilizando diferentes concentragdes desta
substancia (300, 100, 75, 25 e 10 pg/mL).
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Flavonoides

Foram preparadas solucbes do extrato (300, 200, 100 e 50 pg/mL) e utilizado 1 mL destas
adicionando-se 1 mL cloreto de aluminio (AlICl3) com contracdo de 2% peso/volume. No tubo que foi
determinado como branco, o volume adicionado de cloreto de aluminio foi substituido por &gua
destilada. Apds 30 minutos de incubacdo a temperatura ambiente, a absorbancia foi medida no filtro
de 415 nm. O teste foi feito em triplicata, resultando assim na utilizacdo da média para determinacéo
da quantidade de flavondides totais e expresso como miligramas de quercetina equivalentes / grama de
extrato.

A curva de calibracdo da quercetina foi determinada utilizando diferentes concentragfes desta
substancia (400, 300, 200, 100, 50, 25 e 10 pug/mL) diluida em etanol 99,6%.

Atividade antioxidante

Foram preparadas solugbes com diferentes concentragbes de cada extrato de Psidium
sobraleanum e Eugenia uniflora (250, 125, 50, 25, 10 e 5 pg/mL) em triplicata. Em um tubo foram
misturados 100 pL da solugéo do extrato e 3,9 mL de solucéo de 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH)
0,06 mM e homogenizado com agitador de tubos, procedimento realizado em ambiente escuro. Para o
branco, a amostra foi substituida por 100 uL de metanol. As leituras foram realizadas utilizando um
filtro de comprimento de onda de 520 nm e repetidas a cada minuto até que foi observada a
estabilizacdo da leitura.

A curva padrdo foi determinada realizando leituras no mesmo comprimento de onda (515 nm),
porém com solucBes de DPPH em diferentes concentragdes (10 uM, 20 uM, 30 uM, 40 uM, 50 uM e
60 puM), sendo o branco determinado por metanol (SANCHEZ-MORENO, 2002; RUFINO et al.,
2007)

TBARS

A produgdo de TBARS de fosfolipido foi determinada usando o método de Ohkawa et al.
(1979), com modificacGes. Foi preparada uma solucéo de gema de ovo, misturada com uma solucéo de
hexano-isoprapanol (3:2). Essa solucéo foi filtrada e rotaevaporada até a obtencdo de residuo solido.
Para ensaio TBARS solubilizou-se 0,05g do residuo em 10 mL de agua mili-Q. Para pré-incubacéo foi
utilizado 100pl de fosfolipidio, 50ul de extrato nas concentragcbes de 100, 40, 10 e 4 ug/mL
juntamente com um volume adequado de agua deionizada. As amostras foram repetidas adicionando
14ul de Fe (60uM) e incubadas a 37°C, durante 1 h. Apds a pré incubagdo foi adicionado 500uL de
tampdo &cido acético e 500ul de TBA (acido tiobarbiturico) 0,6% e incubado por 1h a uma
temperatura de 100°C. Os tubos foram adicionados 2 ml de n-butanol e a mistura centrifugada. O
sobrenadante foi retirado e a absorbancia foi lida a 532 nm num espectrofotometro.

Para a curva de MDA (malonaldialdeido) foi utilizada 500uL de &cido acético, 500uL de TBA
(0,6%), MDA nas concentragdes de 50, 100, 150, 200uL e volume adequado de agua destilada para
completar um volume de 1,5mL. Os testes fora feitos em triplicata e repetido duas vezes.

Avaliagdo do potencial citoprotetor do produto natural EEFEU e EHFPS contra metais pesados
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De acordo com Coutinho et al (2008), modificado, as concentra¢fes inibitorias minimas
(CIM) do EEFEU e EHFPS, foram determinados pelo ensaio de microdilui¢cdo usando suspensdes de
10° UFC / ml em soluc&o salina e extratos na concentraco inicial de 1024pg/mL. A CIM foi definida
como a concentracdo mais baixa a qual nao foi observado crescimento. Para a avaliacdo do efeito
protetor EEFEU e EHFPS ao metal pesado, foi realizada uma modulacdo utilizando concentragdes
sub-inibitérias dos extratos, suspensdes de 10° UFC / ml de Escherichia coli ATTC 11105 e Candida
albicans 62 em meio M9 Tris com 2% de glicose e uma de concentracdo do sulfato de ferro Il
variando de 100 mM a 0,0488 Mm. As placas de microdiluigdo foram incubadas por 48 ha 37 ° C. A
concentracdo bactericida minima (CBM) e concentragdo fungicida minima (CFM) foram determinadas
como a menor concentra¢do capaz de inibir o crescimento dos microrganismos, utilizando placas de
petri com HIA para transferéncia das solugdes incubadas em placas de microdiluicgdo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Fenois totais e flavonoides
O extrato das folhas P. sobraleanum possui alto teor de polifenéis (417,48 mg/g) quando

comparado com o extrato das folhas de E. uniflora (75,65 mg/g). Ja em relagcdo a quantidade de
flavondides o extrato de E. uniflora (42,46 mg/g) obteve um maior valor se comparado com P.
sobraleanum (12,54 mg/g) (Tabela 1)

AC.GALICO QUERCETINA EEFEU EHFPS
(padrdo) (mg/g) (padrédo) (mg/g)
(mg/g) (mg/g)
Fendis Totais 1079,06 75,65 417,48
Flavonoides 946,94 42 46 12,54

Tabela 1: Valores de Fendis totais e Flavonoides do EFEU e EHFPS

* EEFEU - Extrato etandlico de Eugenia uniflora; EHFPS — Extrato hidroalcéolico de Psidium
sobraleanum

A determinacdo de fenois totais ou compostos fenolicos é a determinacdo de flavonoides,
tocoferois e acidos fendlicos juntos, que sdo antioxidantes naturais.(Verma e Pratap 2010). Segundo
Ratty & Das (1998), ja foram relatados em alguns trabalhos os efeitos dos flavonoides sobre os
sistemas biologicos e, dentre eles: capacidade antioxidativa; atividades anti-inflamatdrias e de efeito
vasodilatador; acdo antialérgica; atividade contra o desenvolvimento de tumores, antihepatotdxica,
antiulcerogénica; atuacao antiplaquetaria, bem como agdes antimicrobianas e antivirais.

TBARS

A inibicdo do processo de peroxidacao lipidica utilizando fosfolipidio de ovo apresentou
indicio de reducdo quanto aos niveis basais para os extratos das folhas, esta reducdo ndo foi
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considerada significativa para EEFEU. Foi observada inibicéo significativa para o EHFPS em todas as
concentracdes utilizadas tendo como melhor resultado as concentragdes de 40 pg/mL e 10 pg/mL,
quando o estresse oxidativo foi induzido com auxilio de Fe** (Figura 01).

EEEEU EHFPS
4000+ o 40007
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E é 3000 i §
H .
2 s \
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S 2 §
S S o §
: = N

Concentragédo (pug/mL) Concentragao (pg/mL)

Figura 1: Propriedade antioxidante de EEFEU E EHFPS. Peroxidacéo lipidica (producdo de TBARS)
em fosfolipideos de ovo foi determinada na auséncia ou na presenca de Fe?* (10 mM). Os valores sdo
expressos como média + SEM de 2 experimentos independentes efetuadas em triplicata. *p<0,05 vs
Fe?* induzido; **p<0,01 vs Fe** induzido

Existe uma forte correlagdo entre as substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)
como um marcador de peroxidacdo lipidica e os produtos que refletem o dano oxidativo ao DNA
(Chen et al., 2005). Aumento do stresse oxidativo induzido por sulfato de ferro (I1) na formacéo de
TBARS, em comparagdo com o normal, sugerem um possivel dano de tecidos com uma sobrecarga de
ferro (Fraga & Oteiza, 2002).

Sabir e Rocha (2008) determinaram a atividade antioxidante de Phyllanthus niruri
(Euforbiaceae), utilizando diversas metodologias, entre elas, TBARS com fosfolipidio de ovo, nesse
estudo foi induzido estresse oxidativo com ferro e nitroprussiato de sédio separadamente. Nas duas
situacOes foram observadas redugdes significativas da producdo de MDA (p>0,05) na concentracdo de
100 pg/mL de extratos aquosos e metanodlicos, sendo que os melhores resultados foram observados em
relagéo ao ferro.

Atividade antioxidante

O ensaio utilizando DPPH avalia a capacidade sequestrante de radicais livres da amostra
analisada. O radical livre DPPH é relativamente estavel e sua acdo sequestrante deve-se a abstracdo de
um radical hidrogénio de compostos presentes nos extratos e frag@es, geralmente fenolicos (Lugasi et
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al 1998). Magina et al 2010 , demonstraram que extratos e fragdes, principalmente das folhas, de
espécies de Eugenia testadas apresentam uma atividade antioxidante bastante eficaz.

A atividade antioxidante foi mensurada com o método do DPPH e o resultado expresso em um
valor de CEsq 185,47 pg/mL e 305,10 pg/mL, para a E. uniflora e P. sobraleanum, respectivamente
(Tabela 2). Com os dados obtidos no teste de TBARS, foi possivel determinar a concentracao letal
média (CLsp) de 19,16 mg/mL para EEFEU e de 75,67 mg/mL para EHFPS e de 100,10 mg/mL para
EEFEU e de 80,45 mg/mL para EHFPS. Quanto mais baixo for o valor da CLs, e da CEsy, maior é a
poténcia antioxidante. Nesse contexto, o0 EEFEU, mostra-se mais efetivo quando comparado ao
EHFPS, que pode esta relacionada a elevada presenca de flavonoides.

Amostra CLso (mg/mL) CEso (mg/mL)
TBARS — basal TBARS — Fe** DPPH

EEFEU 19,16 100,10 185,47

EHFPS 75,67 80,45 305,10

Tabela 2: Atividade antioxidante e valores da CLs, e CEsy de EEFEU e EHFPS *EEFEU — Extrato
etandlico de Eugenia uniflora; EHFPS — Extrato hidroalcéolico de Psidium sobraleanum

Avaliagdo do potencial citoprotetor do produto natural EEFEU e EHFPS contra metais pesados

Os resultados demonstraram que a presenca dos extratos mostrou indiferente nas
concentracdes analisadas, visto que 0s microrganismos conseguiram sobreviver nas concentracoes
utilizadas de sulfato de ferro Il e na modulagdo com EEFEU e EHFPS.

Nas células eucaridticas e em grande parte de células procaridticas, o ferro é particularmente
necessario para a sobrevivéncia e propagacdo, tal como um membro de um grupo diverso de
hemoproteinas que inclui proteinas envolvidas no transporte de oxigénio e de armazenamento
(hemoglobina e mioglobina), a transferéncia de elétrons (citocromos) e sintese de DNA
(ribonucledtido-redutase) (Hentze et al., 2004).

CONCLUSAO

Observou-se através da captura do radical livre DPPH, uma melhor atividade antioxidante no
extrato de E. uniflora,. Para o teste de TBARS , 0s extratos reduziram os niveis basais no processo de
peroxidac&o lipidica, e quando induzidos por Fe** ,mas o extrato de P. sobraleanum mostrou-se mais
eficiente. Portanto, através destes ensaios pode-se verificar que os extratos das folhas das espécies,
Eugenia uniflora e Psidium sobresalanum, apresentam uma atividade antioxidante, diretamente
relacionada com substancias fenolicas produzidas.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Caro leitor, os testes de Fendis totais e Flavondides, Efeito quelante, Avaliacdo do potencial
citoprotetor contra cloreto de mercurio e o Teste de citoprotecdo em sementes de alface, com
0 extrato da espécie Eugenia uniflora L., presentes no artigo Efeito citoprotetor de Eugenia
uniflora L. contra os residuos de contaminantes de cloreto de mercurio refere-se ao meu

projeto original de dissertacao.
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5.4 Efeito citoprotetor de Eugenia uniflora L. contra os residuos de contaminantes de
cloreto de mercurio

Francisco A. B. Cunha, Celestina Elba Sobral de Souza, Nadghia F. Leite, Antonio I. Pinho,

Edinardo F. F. Matias, Rosimeire S. Albuguerque, Henrique D. M. Coutinho

RESUMO:

A mosca da fruta Drosophila melanogaster ¢ um diptero muito utilizado nas pesquisas
genéticas e que nas Ultimas décadas, surgiu como um dos melhores organismos para estudos
de doencas humanas e pesquisas toxicoldgicas. A forma mercdrica, cujo principal
representante € o cloreto de mercurio HgCl,, é alvo de inimeras investigacdes porque, além
de sua toxicidade intrinseca, € atribuida a ela a toxicidade do mercurio elementar uma vez
que, por oxidacdo é convertido em Hg*2. Eugenia uniflora L. Myrtaceae, conhecida no Brasil
como jamboldo, é de grande interesse pelas aplicagdes medicinais, especialmente de suas
folhas e frutos. Este trabalho teve como objetivo foi caracterizar, por CG-MS, os constituintes
quimicos do 6leo essencial de Eugenia uniflora L. e avaliar a sua acdo bio-inseticida, em
modelo de Drosophila melanogaster, bem como verificar o efeito citoprotetor e quelante do
extrato de E. uniflora L Os resultados obtidos neste experimento apontam para a
potencialidade dos 6leos essenciais como ferramentas a serem prospectadas biologicamente
como bioinseticidas. Pelo fato de serem biodegradaveis, os 6leos essenciais podem ser
importantes ferramentas no controle bioldgico de pragas. Os resultados demonstram que o
extrato apresenta efeito alelopatico sobre as sementes de alface, e sua combinagdo com o
cloreto de mercurio ofereceu um maior crescimento nas radiculas e nos cauliculos da Lactuta
sativa, isso mostra que a vegetacdo pode ser uma alternativa para solucionar o problema com
a contaminacdo por metais pesados, além de apresentar um potencial citoprotetora e uma acao

guelante moderada.
PALAVRAS-CHAVE:

Bioinseticida, Geotaxia negativa, Efeito quelante, Citoprotecao, Eugenia uniflora L.

Artigo submetido: Environmental and Experimental Botany, em 2013.



1. INTRODUCAO

A espécie Eugenia uniflora, conhecida no Brasil como pitanga é uma planta arbdrea da familia
Myrtaceae presente em todo o pais. Além da sua atividade antimicrobiana, é muito pesquisada pelo
seu potencial antioxidante (VELAZQUEZ et al., 2003) e hipotensor (CONSOLINI & SARUBBIO,
2002). O oleo essencial de suas folhas contém citronol, geranilol, cineol e sesquiterpenos. Extratos
obtidos das folhas da pitangueira vém sendo utilizados na medicina popular em paises como Brasil,
Argentina e Paraguai, no tratamento de hipertenséo, diabetes, colesterol, dificuldades de digestéo,
doencas hepaticas, amigdalite, disturbios intestinais, reumatismo, gripe, além de apresentar principios
antimicrobianos e antifingicos (OLIVEIRA et al 2006; SIMOES et al 1989).

A mosca da fruta Drosophila melanogaster é um diptero muito utilizado nas pesquisas genéticas
e que nas Ultimas décadas, surgiu como um dos melhores organismos para estudos de doengas
humanas e pesquisas toxicoldgicas (Siddique et al., 2005). Outra vantagem é a auséncia de mitose
celular nas moscas em fase adulta. Desse modo, a mosca na fase adulta tem envelhecimento
sincronizado das suas células, exceto as células das génadas e algumas do intestino (Jimenez-Del-Rio
et al., 2009). Isso torna possivel a determinacdo dos danos causados por um xenobi6tico ao longo do
tempo e a viabilidade celular. Portanto o modelo de atividade bio-inseticida utilizando Drosdfila pode
ser uma alternativa relevante na busca de plantas do bioma Caatinga, com atividade bioinseticida.

Os metais pesados sdo geralmente téxicos aos organismos Vvivos, sendo, portanto,
considerados poluentes. Alguns metais pesados tdxicos possuem efeito deletério, ocasionando sérios
transtornos a saude humana quando ingeridos em doses inadequadas (GUEDES et al., 2005). As
plantas podem acumular metais pesados em todos os tecidos, podendo transferi-los para a cadeia
alimentar (SHWANTZ et al., 2008). O acumulo de metais pesados nas plantas pode ocorrer sem que
haja manifestacdo de sintomas de toxicidade e prejuizo para a producédo de culturas (JEEVAN RAO e
SHANTARAN, 1996; CUNHA et al., 2008), interferindo, na qualidade dos alimentos (SOARES et al.,
2001).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a sua acdo bio-inseticida, em modelo de Drosophila

melanogaster, bem como verificar o efeito citoprotetor e quelante do extrato de E.uniflora L.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material Vegetal
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O material botanico de Eugenia uniflora L., foi coletado no Horto Botanico de Plantas
Medicinais do Laborat6rio de Pesquisa de Produtos Naturais — LPPN, da Universidade Regional do
Cariri — URCA. Coordenadas: 07° 14° 18,2° de latitude S. e 39° 24° 53° W. de Greenwich. O material
vegetal foi identificado e foi depositada uma exsicata no herbario Dardano Andrade Lima- URCA da
Universidade Regional do Cariri- URCA, sob 0 nimero #3106.

2.1.1. Obtencéo de 6leo essencial

Folhas de E. uniflora L. foram coletadas as 09:00 horas, + 30 minutos, picotadas em pedacos
de aproximadamente 1 cm? e acondicionadas em baldo de vidro de 5 litros, sendo submetidas a

extracdo com aparelho de Clevenger, conforme metodologia descrita por MATOS (2009), obtendo-se

um rendimento de 0,08%.

2.1.2 Preparacao do extrato etandlico das folhas de Eugenia uniflora L.

Para preparagdo dos extratos foram coletados 650 g das folhas, que permaneceram submersos
em etanol por 72h a temperatura ambiente, sendo ap6s esse periodo, filtrado e concentrado em

condensador rotativo a vacuo (model Q-344B- Quimis, Brazil) e banho maria (model Q214M2-
Quimis Brazil), obtendo-se rendimento do extrato bruto de 6,97g.

2.3. Microrganismos

A bacteéria utilizada foi Escherichia coli 11105, cedida pelo Laboratério de Micologia da
Universidade Federal da Paraiba — UFPB.

2.4. Cultivo de Drosophila melanogaster
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Moscas Drosophila melanogaster criadas no Drosofilario do Laborat6rio de Microbiologia e
Biologia Molecular - LMBM, da Universidade Regional do Cariri —-URCA. As moscas foram
gentilmente cedidas, para inicio da criacdo, do Laboratério do Prof. Dr. Jeferson Franco da
Universidade Federal do Pampa — UNIPAMPA, S&o Gabriel — RS.

2.5. Fenais totais e Flavonoides

A quantidade de fendis totais, foi determinada adicionando-se 200 pL da solugdo dos extratos
(300, 100, 50 e 25 pg/mL em etanol 99,6%) a 1 mL de reagente de Folin-Ciocalteau (10% v/v) sendo
agitada por 1 minuto. Em seguida acrescentou-se 800 pL de carbonato de sédio 7,5%, sendo a amostra
homogeneizada por 30 segundos. Ap6s 1 hora foi medida a absorbancia em espectrofotémetro com
comprimento de onda ajustado para 765 nm. O branco foi determinado com todos os reagentes, porém
o0 extrato foi substituido por agua destilada. O teste foi realizado em triplicata. A média das trés
leituras foi usada para determinar os fendis totais, expressos como miligramas equivalentes de acido
galico / grama de extrato, interpolando este valor na curva de calibragcdo construida com os padroes de
acido galico.

A curva de calibracdo de acido galico foi determinada utilizando diferentes concentragdes desta
substancia (300, 100, 75, 25 e 10 pg/mL).

Para quantificacdo de flavonoides foram preparadas solugdes do extrato (300, 200, 100 e 50
pg/mL) e utilizado 1 mL destas adicionando-se 1 mL cloreto de aluminio (AICI;) com contracdo de
2% peso/volume. No tubo que foi determinado como branco, o volume adicionado de cloreto de
aluminio foi substituido por agua destilada. Ap6s 30 minutos de incubacdo a temperatura ambiente, a
absorbancia foi medida no filtro de 415 nm. O teste foi feito em triplicata, resultando assim na
utilizacdo da média para determinacdo da quantidade de flavondides totais e expresso como

miligramas de quercetina equivalentes / grama de extrato.

A curva de calibracdo da quercetina foi determinada utilizando diferentes concentra¢des desta
substancia (400, 300, 200, 100, 50, 25 e 10 pg/mL) diluida em etanol 99,6%.

2.6. Efeito quelantes

A metodologia utilizada foi de Benzie e Strain (1996, 1999) com modifica¢des, adaptada para

0 ensaio. O principio baseia-se na formagdo de O-fenantrolina-Fe** e complexo e a sua ruptura, na
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presenca de agentes quelantes. Adicionou 100 pl de cada extrato, variando de 64 a 2048ug foram
adicionados a 50 mL de solucdo aquosa 2,0 mM de FeSO.. Os controles continham todos os reagentes
de reacdo, exceto o extrato ou substancia de controle positivo. Depois de 10 minutos de incubacéo, a
reacdo foi iniciada em 200 pl de 6,0 mM O-fenantrolina. Ap6s um periodo de equilibrio de 10 min, foi
registada a absorbancia a 510 nm. As atividades de quelacdo de ferro, foram calculados a partir da
absorbancia do controle (Ac) e da amostra (A) usando uma equacdo e expressa em equivalentes
(Na,EDTA mg / g extrato). Os valores sdo apresentados como as médias de analises das triplicatas.

2.7. Avaliacao do potencial citoprotetor de EEFEU contra cloreto de mercurio

De acordo com Coutinho et al (2008), com modificagOes, as concentragdes inibitdrias minimas
(CIM) do EEFEU foi determinada pelo ensaio de microdiluicdo usando suspensées de 10° UFC / m
em solugdo salina e extratos na concentragdo inicial de 1024pg/mL. A CIM foi definida como a
concentragdo mais baixa & qual ndo foi observado crescimento. Para a avaliagdo do efeito protetor
EEFEU ao metal pesado, foi realizada uma modulagdo utilizando concentragBes sub-inibitorias dos
extratos, suspensoes de 105 UFC / ml de Escherichia coli ATTC 11105 em meio M9 Tris com 2% de
glicose e uma de concentracao do cloreto de mercdrio variando de 10 mM a 0,004883 mM. As placas
de microdilui¢do foram incubadas por 48 h a 37 ° C. A concentracdo bactericida minima (CBM) foi
determinadas como a menor concentracdo capaz de inibir o crescimento dos microrganismos,
utilizando placas de petri com HIA para transferéncia das solucBes incubadas em placas de

microdiluicao.

2.7. Teste de citoprotecdo em sementes de alface (Germinag&o)

Os experimentos foram conduzidos em placas de petri limpas, secas e estéreis forradas
com dois discos de papel filtro, onde foram dispostas as sementes de alface. Em cada placa foi
adicionado 3 mL da solugdo. A concentracdo de extrato foi de 256pg/mL, o Cloreto de
Mercdrio nas concentragfes de 1,25mM, 0,5mM, 0,1mM e 0,05mM e a placa controle foi

umedecida com 3mL de agua destilada. Os experimentos foram conduzidos em camara de
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germinagdo do tipo BOD a temperatura de aproximadamente 25°C e fotoperiodo de 12 horas
por sete dias.

Os tratamentos foram dispostos em delineamento experimental inteiramente casualizado
(DIC), com trés repeticbes de 20 sementes por placa. Os parametros analisados ao final dos
sete dias foram: contagem do ndmero de sementes germinadas, célculo do indice de
velocidade de germinagdo (IVG), biometria do cauliculo e da radicula, numero de necrose
radicular e anormalidades das plantulas, seguindo o Manual de regras para analise de
sementes (BRASIL, 2009). Foram consideradas germinadas as sementes cujas radiculas
atingiram 1 mm de comprimento.

O indice de velocidade de germinacdo (IVG) foi avaliado a cada 24 horas, sendo
determinado através do somatorio da razéo entre 0 nimero de sementes germinadas no dia i
(ni) e o nimero de dias (i) (FERNANDES et al., 2007).

2.8. Testes de Mortalidade

Moscas adultas (machos e fémeas) foram dispostas em frascos de 330 mL, previamente
preparados com uma solucdo de sacarose em agua destilada, na concentracdo de 20%, esta solucao foi
embebida em 1 grama de papel filtro, disposto no fundo do vidro. Na tampa rosqueavel do vidro, foi
introduzida uma contra-tampa de Poli Tereftalato de Etila — PET, onde foi aderido, por fita adesiva,
papel vegetal para receber as diversas concentracbes do 6leo essencial. Os vidros receberam 0s
seguintes tratamentos: Controle Sacarose a 20%, Tratamento com 6leo essencial a 2,5 mg, 5 mg e 7,5
mg, com ciclo de claro, escuro de 12 horas e temperatura controlada a 25°C + 5°C. As leituras do

experimento foram feitas a cada: 6, 12, 24 e 48 horas.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1. Fendis totais e flavonoides

Os resultados na Tabela 1 mostram a quantidade de compostos fendlicos e flavondides do

EEFEU. A extracdo de compostos fendlicos de produtos naturais é altamente influenciada pelo



solvente utilizado. Observa-se que quanto maior a polaridade do solvente de extracdo, maior a
quantidade de compostos fenélicos extraidos (GAMEZ-MEZA et al., 1999).

A atividade antioxidante esta frequentemente relacionada a quantidade de compostos fendlicos
nas plantas. Estudos mostraram que classes destes compostos em vegetais, como 0s taninos, exibem
também um potencial redutor sobre ions metalicos. A inibigdo da peroxidacdo lipidica também foi
colocada como uma das mais importantes atividades exi- bidas por estes compostos (OKUDA et al.,
1992).

3.2. Efeito Quelante

Os resultados na Tabela 1 mostram a concentracdo quelante de 50% da concentracdo do metal,
em comparacdo com o EDTA, 136 pg/mL (IC ), 0 EEFEU apresentou uma acéo quelante de metal
bastante significativa, com uma IC s, no valor de 2430,86pg/mL.

De acordo com Cobbet et al., 2002, a retencdo intracelular de metais € um mecanismo eficaz
para minimizar consequentes efeitos tdxicos nas plantas, sendo os agentes quelantes de metais, por

exemplo, acidos organicos e aminoacidos, moléculas importantes.

3.3. Avaliacéo do potencial citoprotetor de EEFEU contra Cloreto de Mercurio

De acordo com os resultados apresentados na figura 1, é possivel afirmar uma relevante acéo
protetora do extrato em relagdo ao controle, uma vez que as bactérias sobreviveram nas concentracdes
mais elevadas do metal. Segundo Brown et al., 2002, em bactérias Gram-negativas, uma
MerP(proteina mercurio periplasmatica) utiliza dois residuos de cisteina para deslocar Hg(ll), onde
este interage com o par distal de cisteina da MerT e é transportado até o citosol da célula, onde sofrera
reducdo. Através da membrana interna dos microrganismos Gram-negativos, o0 mercurio é submetido a
acdo da mercurio redutase (BARKAY et al., 2003).

3.4. Teste de citoprotecdo em sementes de alface (Germinagéo)
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No teste de citoprotecdo foram preparados tratamentos de A&gua, extrato e diferentes
concentragdes de cloreto de mercurio, como também a associagdo do extrato com o metal utilizando

sementes de alface (Lactuca sativa).

De acordo com a figura 2, a presenca do extrato de Eugenia uniflora reduziu de forma

significativa o comprimento dos cauliculos e das radiculas da alface.

Segundo Simeoni et al. (1984) plantas folhosas de crescimento rapido como a alface tendem a

acumular mais metais do que cereais, gramineas, legumes e olericolas tuberosas.

O actimulo de metais nas células pode interferir no desenvolvimento da planta, fato que pode
ser comprovado na figura 3. Ainda na mesma figura observa-se que a presenga do extrato dispds uma
protecdo proporcionando um maior crescimento das radiculas com metal nas concentragfes 0,1 e
0,5mM e nos cauliculos na concentragdo de 0,5mM do cloreto de mercurio. Esse resultado pode ser
devido & presenca de antioxidantes fenolicos, tais compostos funcionam como sequestradores de

radicais e, algumas vezes, como quelantes de metais (SHAHIDI et al., 1992).

CONCLUSAO

O extrato combinado com o cloreto de mercurio ofereceu um maior crescimento nas radiculas e nos
cauliculos da Lactuta sativa, nesse contexto, a vegetacdo pode ser uma via para solucionar o problema
com a contaminagdo por metais pesados, além de apresentar um potencial citoprotetor e uma agéo

quelante bastante significativa.

TABELAS E FIGURAS

Acido galico Quercetina EEFEU EDTA
Fendis totais 1079,06 mg/g - 75,65 mg/g -
Flavonoides - 946,94 mg/g 42,46 mg/g -
1Cs - - 2430,86pug/ml -
ICs0 - - - 136pg/ml

Tabela 1: Fendis totais, flavonoides e efeito quelante de EEFEU.
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EEEU — Extrato etandlicos das folhas de Eugenia uniflora L.; 1C5,— Concentragdo quelante de 50% de
Fe.

154

*k*

Concentration (10*mM)

EEEU Control

Figura 1 — Efeito citoprotetor de Eugenia uniflora contra Escherichia coli. EEEU — Extrato etanélico

das folhas de Eugenia uiflora. *** valor estatisticamente significante com p < 0.05.
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Figura 2. Germinacéo e extensdo de cauliculos and radiculas de Lactuca sativa. Concentracdo do
produto natural usado foi 256ug/ml. EEEU Extrato etandlicos das folhas de Eugenia uiflora.xxx valor

estatisticamente significante com P < 0.05.
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Figura 3. Efeito citoprotetor de Eugenia uniflora associado com HgCl,. =+ valor estatisticamente

significante com P < 0.05.
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6. CONCLUSOES

Os extratos etandlicos de Eugenia jambolana Lam. e Eugenia uniflora L. apresentaram fenois
e flavonoides;

Os extratos de Eugenia jambolana Lam. e Eugenia uniflora L. demonstraram atividade
antioxidante através dos ensaios de DPPH e TBARSs;

Os extratos de Eugenia jambolana Lam. e Eugenia uniflora L demonstraram acdo quelantes;

Os extratos de E. jambolana Lam. e Eugenia uniflora L. apresentaram efeito citoprotetor em
modelo bacteriano;

O extrato de Eugenia jambolana Lam., em modelo vegetal apresentou efeito alelopatico;
Os extratos de E. jambolana Lam. e E. uniflora L, quando combinados com o cloreto de

mercurio proporcionaram um maior crescimento nas radiculas e nos cauliculos da Lactuta
sativa.
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Objetivo: este estudo tem como objetive avaliar o potencial antiparasitario in vitro de um terpendide componente de dleo
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0s enzaios de citotoxicidade utiizado estirpe de fioroblaztos NCTC28 culiivadas em Meio Essencial Winimo (Sigma). A viabilidade
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The emergence of resistant microorganisms and also the woxicity associated with antimicrobial drugs increase the need
of research for new active principles. Richardia brasiliensis, 3 weed used popularly as an expectorant, antiemetic, and
diaphoretic. The extracts have coumarins, flavonoids, steroids, triterpenoids, alkaloids and resin, as secondary metaboliies.
The present siudy aimed o test the potential antimicrobial and modulator of the ethanclic and hexanic extracts of
R, brasiliensis, The ethanolic and hexanic exiracts. were tested for their antimicrobial effect and in combination with
aminoglyeosides and antifungal against standard and multi-resistant microorganisms by the broth microdilution method with

culture medium Brain Heart Infusion (BHI). It was observed that the associ

tion between antibiotics and ethanolic and

hexanic extracts showed clinically relevant resulis on the tesis with multi-resistant bacteria The patural products from
K. brasiliessis demonstrated a modulating action against the microorganisms used. These results can represent a new effort

to- combat antibiotic resistant bacteria.

Keywords: Richardic brasilfensiz, Antimicrobial activity, Modulatory effect, Multi-resistant microorganisms.

IPC Int. CLY: ASLK 36/00, C12N, C12M, HO3K 7/00

Medicinal plants have been used by man since
antiquity as a means o alleviate or even cure diseases,
this  knowledge was passed  from  generation 1o
generation, especially after the creation of writing,
With the development of new technologies could
further study of these plants, isolating substances
responsible for its pharmacological effect and thus
creating drugs with the active principle purified and
improved'. Richardia brasiliensis is a plant belonging
to the Rubiaceae family which includes about 637
senera and nearly 10700 species. [t is one of the
est families between the dicotyledons, being
abundant in subtropical regions worldwide”. Popularly
is known as the white poaia. poaig-of-the-field or
peaia. It s an annual plant, herbaceous, prosiate,
branched, stem densely hirsute, measuring 20-50 cm
in length. It has marked presence in the agricultural
regions of the Midwest, South and Southeast of
Brazil™>. R. braséliensis is popularly used in Brazil as

FComesponding author

mfusion or decoction of the rool as an expectorant,
antiemetic, and diaphoretic while plants of the same
family are also used as anti-inflammatory and 1o treat
hemorrhoids, coughs, bronchitis, and headache”.

In the phytochemical prospection of the aerial
parts (stalk fragments, petiole and leaf), was observed
the presence of coumarins, flavonoids, steroids,
terpenoids, alkaloids and resins. In the underground
part were found the same substances from the top
except for flavonoids and alkaloids’. Pinto er al®
isolated  phytocompounds  from K. brasiliensis as
Isorhamnetin-3-O-rutinoside,  Oleanolic  acid,  acid
p-Hydroxy-benzoic,  m-Methoxy-p-hydroxy-benzoic
acid and Scopoletin. All classes of phytocompoun
indicated by the literature presented several biolog|
activities, demonstrating  the  npecessity  of  mor
pharmacognostic and ethnobiological studies.

The aim of this study was to evaluate the poential
antimicrobial and modulator of ethanolic and hexanic
extracts of the leaves of R
pathogenic microorganisms.

i

brasiliensis  against
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Chagas disease is caused by Ti

oruzi, being o

d a public health problem. An alternative

tocombat this pathogen is the use of natural product < icalated from fruits such ag Eugenia aniflora. a plant
used by traditional communities as food and medicine due Lo its antimicrobial and biological acGvits
Ethanolic extract from £ imiflora was nsed to evaluate in vitro anti-epimastigote and oytotoxic activity.

5.

‘Thisis the frst record of anti-Trypanosema activity of E. uniflena, demonstrating that a concentration pre-

senting 50% of activi

Keywords:

Chagas disease
Fugenia unifioen
Antiepimastigate st
Cyratoxiciry
Trypanosoma auzi

{ECyp) was 62.76 pgfmil. Minimum inhibitory concentration (MIC) was < 1024 pgf
ml. Ourresults indicate that E omiffora could be a source of plant-derived nataral products with anti-epi-
nastigote activity with low toxicity.

@ 2012 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Developing countries with traditional use of the biodversity as
medicine, including Brazil, sdll suffer with the so-called "negleced
discases" (Funari and Ferro, 2005, which arc treated by traditional
communities with plant matural products, Brazil features the larg-
est hiodiversity in the world (Elisabetsky and Costa-Campos,
1996); however only 3% have been studied in search for bioactve
compounds (Garcdia et al., 199G).

Chagas disease, caused by Trypaneosoma ciuzi, affects about 18
million peaple in the Americas (Reyes-Chilpa et al., 2008). This par-
asite can be uansmimed to humans by oiacomine insects, foods,
blood and organs from infected donors, or by transplacental con-
tamination {WHO, 2010). Currently, the chemotherapy of this dis-
ease consists mainly of nifurtimox and benzonidazole [WHO,
2010), which show a cure rate of 70-50% in the acute phase and
less than 20% in the chronic phase {Dias and Dessoy, 2009). Several
studies involving the amalysis of nawral plant products have

* Corresponding aurhor. Addeew: [aboratbrio de Miciobielogia ¢ Binlogia
Moleculsr = LMBM, Departaments de Quimica Bioldgica - DOB, Universidade
Reginnal do Cariri - URCA. Rua Cel. Antonio Luis 1161, Fimenta 63105-000. Crato
{CE), Brazil. Fax: +55 (B8) 31021201,

E-muail address: hdmeoutinho@gmail com (H.DA. Coutinho)

D014-4 83415 - e ol marter @ 2012 Elsevier Ine. All ghts reserved
hetp:/ jdx doicr gl 10101 6f exppara 2012.2 019

recommended them as alternative sources ofdrugs against 1. aruzi,
including Arrabidaza triplinervia (Leite et al, 2006), Drecocephalum
kotschyt (Sacidnia et al, 2004) and Azorella compacta (Araya et al.,
2003}

The cffects of all natural products can be limited by their tox-
icity. Evaluating the toxicity of active substances is one of the
maost important steps for the utilization of these compounds in
animal models. The drugs currently utilized against Chagas dis-
ease feature high roxicity, affecting host tissues (Dias and Dessoy,
2009)

Engenia unifiora is often used as food and medicine in folk med-
icine due o antimicrobial {Heletz et al, 2002) and other biological
activitics (Sharma et al, 200G). Known in Brazil as pitangu, this
plant has been studied due to its antioxidant (Velazquez et al,
2003) hypotensive [Consolini and Sarubhio, 2002), photosensitiz-
ing and antbiotic modulatory (Coutinho et al.. 2010a,b) activities.
Several phytoconstituents of E. uniflora have been isolated, such as
flavonoids myricitring quercetin and quercitrin 3-ramnoside, as
well as steroids, mono- and triterpenoid compounds, tannins,
anthraquinenes, phenols, cineol and essential oils (Bandoni er al.,
1972; Wazlawik ct al, 1997)

Thus, due to the secial and economic importance of Chagas dis-
ease as neglected diseases and the medicinal use of this frut in
ethnomedicine, this work evaluated the anti-Trypanosoma and
cytotoxic activities of E. uniflora,
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SHORT COMMUNICATION

Anti-Candida activity of Mentha arvensis and Turnera ulmifolia
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ABSTRACT  Candidiasis 1s the most frequent infection by opporumstic fung, frequently caused by Candida albicans,

Candida tropicalis, Candida parapsilosiz, Candida glabrata, and Candida krusei. Mentha arvensis |

is o herhaceous plant

that oceurs throughout South Amenca and 15 used as a tea and in the folk medicine. Turnera wlmifolia L. & already known to
be of medicinal value, Ethanol extracts from M. arvensis and T, wlmifolia were assayed for antifungal activity against strains

of O albicans, C. tropicalis, and C. krusei. No climcally relevant antifung

I activity was demonstrated by the extracts;

however, a potentiation effect was observed when the extracts were applied with mewonidazole against C. rropicalis. M.
arvensis and T2 wlmifofia could represent a source of natural products with modifying antifungal acuvity.

KEY WORDS: o antifungal activity « Mentha arvensis » metronidazole « potentiation aciivity » Turnera ulmilolia

INTRODUCTION

C ANDIDIASIS OR CANDIDOSIS is the most frequent infec-
tion by opportunistic fungi, where the species com-
monly implicaed in the clinical picwre are Candida
albicans, Candida fropicalis, Candida parapsiiosis, Candi-
da glabrata, and Candida krusei. The spectrum of candidi-
asis 1s very extensive. going from mild manifestations. such
as a colonization of mucosal tissues, up to systemic pictures,
with the invasion of various organs.’

Mentha arvensis (Family Labiatac) is a herbaceous plant
that occurs throughout South America. This plant and in
its essential oils are commonly used in folk medi-
¢ o wide range of bluloglml and pharmaco-
vities. Several compounds have beenisolated from
s, mainly menthol, p-menthone, menthol acetate, and
ulhcrphyl:x:hcmicu]h" M. ancus‘is‘((..ill(.dhnrtckx “japonesa
and mento in Braz al medicine for the
treatment of worm diseases and digestive problems. The main
component of the essential ol 15 menthol, which is widely
utilized in the food and pharmaceutical industries.

Turnera wlmifolia 1.. (Family Tumeraceae), a small an-
nual herb, can be found in the north and nonheast Brazilian
regions, where it is considered a weed? Tt grows preferen-
tially in sandy soils and on hill slopes. 7. wnifolia L. is
already Known to be of medicinal value, being used popu-

Manuscr pt received 3 May 011, Revision accepizd 26 July 2001

Address corvespondence tor Hewrigue DM Continho, Departanena de (uimica Hia-
ldgio, Universidade Regional do Cariri, Rua Cel. Antonio Luis 1161, Pimenta, 62 105-
U0, Crato, CE Brazi, E-mail: hdmeoutinho@gmail com
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larly as an anti-inflammatory, as an expectorant, and in the
treatment of several proble ms. 7 Researchers have detected
flavonoids, alkaloids, tannins, and phenolic compounds in
preparations from this plant.%"7

Therefore, because of the social and economic impor-
tance of candidiasis and the increase in the number of in-

dividuals with immunodeficiency, such as in the case of
those who are seropositives, we evaluaied here the ant-
fungal activity of M. arvensiy and 1% uimifolia.

MATERIALS AND METHODS
Plant material

Leaves of M. arvensis and T, wimifolia were collected in
the rainy season (April 2008)in the county of Crato, Ceard State,
Brazil. The plant material was identified by Dr. Arlene Pessoa,
and voucher specimens were deposited in the “Herhdrio Carir-
iense dirdano de Andrade Lima' with the numbers 2886 and
1618, respectively.

Preparation of ethanol extracts of M. arvensis
and T. ulmifolia

Two hundred grams of leaves was dried and powdered at
room temperature. The powdered material was extracted by
maceration using | L of 95% ethanol as the solvent at room
temperature. The mixture was allowed to stand for 72 hours
at room temperature. The extract was then filtered and
concentrated under vacuum in a rotary evaporator ot a
temperature of 60°C under a pressure of 760 mm fIg,.” Each
200 g of aerial parts yielded 5-6 g of exiract. The ethanolic
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Citotocixidade e atividade antiparasitaria de Lygodium venustum SW
Cytotoxic and antiparasitic activity of Lygodium venustum SW
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Abstract. Infectious and parasitic diseases like leishmaniasis and Chagas disease have spreading recent decades to places not
observed before. They are considered neglected by desclating poor countries and marginalized pharmacologically. There are not
many options for the treatment and these drugs have shown significant foxicity contributing to the appearance of several side
effects. Research on natural products has been shown to be an interesting altemative to the search for new drugs. Lygodium
venustum is a cosmopolitan fem with latescence habit found on the Chapada do Ararips, considared by some American popula-
tions as a medicinal plant for the treatment of skin diseases, infections, fungal infections and trichomoniasis. This study evaluated
its antip: activity against Tryp cruzi and Leish ' as wedl as its cytotoxicity through tials i vitro. We
tested the ethanolic extract and hexane fraction obtained from the leaves of L. at different ntrations. For in witro
tests of T. cruzi, we used the clone CL-BS and for L. brasilfensis we used promastigotes, The cytotoxicity assay was performed
wuhalrahsdﬁ: ol L tum showed no anti itic activity clinically rel t in the form of crude ethanolic extractor as
the h fi inst Leish ia. The hexane ion showed an i diate activity against T.cruzi, but the concentration
of moderate effect has maximum cytotoxicity becoming unfeasible for clinical application. However, the cytotoxicity presentasd
may be ussful in rasearch on antineoplastic activity in tumor celis.

K Fern: | icidal activity, Trypanocidal activity, Hexane fraction.
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F Doeng ias infeccicsas como leishmanioss e doenga de Chagas lem se difundido nas Gltimas décadas a
locais onde antes nao $e observava sua cia, Sao ¢ las por N paises pobras e seram
ginalizadas f; o O tratamento ndo agresenta muitas opgdes de famacos e estes demonstram relevante
!oxaddade contribuindo para ¢ aparecimento de diversos efeitos colaterais. A pesquisa com produtos naAurals tem se mostrado
uma interessante alternativa para a procura por novos farmacos. Lyg turm & uma = polita de habito
lianescente encontrada na encosta na Chapada do Araripe, consideracda por algumas populagdes amerlcanas como pianta
medicinal para o ratamento da dermatesas, infecgdes, micoses e ricomoniases. Naste astudo foi avaliada sua atividade anti-
parasilaria contra L brasi a Ty cruzi, bem como sua cilotoxicidade alravas de ensaios n vilro. Foram
lestmal«aﬁomm‘)oexualoetanalcoobuaodasmmdol d em difs b Oes. Para
os testes in vitro de T. cruzl, foi utilizado ¢ clone CL-B5 ¢ para Leishmania brasiliensis foram utilizadas formas prormstigoﬁas
O ensaio de citotoxicidade foi realizado com linhag de fibrobk L tum n4o apresentou atividade antiparasitiria
clinicamente refevante na forma de extrato etandlico bruto nem como fraglo hexdnica contra Lelsh ia. A fragBo hexank
pr uma ativi int didria contra T. cruzi, porém a G20 de efeito moderado possul ch
tornando-se invisvel para apm:aqﬂo clinica. Entretanto, a citoxicicidade apresentada podera ser (til em pesquisas sobre atividade
em cétul

P h ia; Atividade leishmanicida; Atividade tripanccida. Fragdo hexanica,

INTRODUCAO genciadas e tém afligido a humanidade desde
Doengas infecciosas que acometem primor- tempos imemoraveis e afetam principalmente
dialmente os paises em desenvolvimento tem comunidades marginalizadas, sem influéncia
sido a causa de morte de milhGes de pessoas politica, em areas remotas, zonas de confli-
em todo o mundo. Estas doengas sao negli- tos ou favelas urbanas onde ha pouco ou ne-
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Knowledge of medicinal plants is often the only therapeutic resource of many communities and ethnic groups. “Erva-baleeira,”
Cordia verbenacea DC., is one of the species of plants currently exploited for the purpose of producing a phytotherapeutic product
extracted from its leaves. In Brazil, its major distribution is in the region of the Atlantic Forest and similar vegetation, The
crude extract is utilized in popular cultures in the form of hydroalcohelic, decoctions, and infusions, mainly as antimicrobial,
anti-inflammatory, and analgesic agents. The aim of the present study was to establish a chemical and comparative profile
of the experimental antibacterial activity and resistance modifying activity with ethnopharmacological reports. Phytochemical
prospecting and HPLC analysis of the extract and fractions were in agreement with the literature with regard to the presence of
secondary bolites ( ins and fk ids). The extractand fraction tested did not show clinically relevant antibacterial activity,
but a synergistic effect was observed when combined with antibiotic, potentiating the antibacterial effect of aminoglycosides, We
conclude that tests of antibacterial activity and modulating the res: ep d in this work results confirm the ethnobotanical
and ethnopharmacological information, serving as a parameter in the search for new alternatives for the treatment of diseases.

1. Introduction communities often depend on natural resources, including
native plant species to fulfill or complement their therapeutic

In many developing countries, various communities do not  resources [2-4].

have sufficient resources to meet their needs with regard to Popular observations on the use of medicinal plants

obtaining medicine to treat various diseases [1]. Thus, these  contribute in a relevant way to spread awareness of the
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Enhancement of the Antifungal Activity of Antimicrobial Drugs
by Eugenia uniflora L.
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ABSTRACT Candidiasis is the most frequent infection by opportunistic fungi such as Candida albicans, Candida tropicalis,
and Candida krusei. Ethanol extract from Eugenia uniflora was assayed, for its antifungal activity, cither alone or combined
with four selected ch herapeuti i bial agents, i g ang icin B, mebendazole, nistatin, and metronidazole
against these strains, The obtained results indicated that the association of the extract of E. wnifflora w metronidazole showed a
potential antifungal activity against C. fropicalis. However, no synergistic activity against the other strains was observed, as

Tads

observed when the extract was associated with the other, not enhancing their antifungal activity.

KEY WORDS: e antifungal activity » Candida sp. e citotoxicity » Eugenia uniflora e modifying activity

EVELOPING COUNTRIES WITH TRADITIONAL use of the

biodiversity as medicine, including Brazil, still suffer
with the so-called **neglected diseases™.' which are treated by
traditional communities with plant natural products. Brazil
features the largest biodiversity in the world.® However. only
8% have been studied in search for bicactive compounds.?

Candidiasis is the most frequent infection caused by op-
portunistic fungi. The main species associated with this
disease are Candida albicans. Candida tropicalis. Candida
parapsilosis, Candida glabrata. and Candida krusei. The
clinical features of candidiasis are quite diverse, varying
between mucosal colonization to the invasion of several
internal organs.* These yeasts remain in the microbiota,
becoming pathogenic in cases such as congenital or acquired
immunodeficiency and immunosuppression,” Several natu-
ral products have been studied extensively in the search for
altemative treatments for these fungi, including Hima-
tanthus articulatus, Mentha longifolia, Malva sylvestris. and
Psidium guajava.®*

The effects of all natural products can be limited by their
toxicity. Evaluating the toxicity of active substances is one
of the most important steps for the utilization of these
compounds in ammal models. The drugs currently utilized

Manuscript reccived 24 Sepeamber 2012 Revision accepied 8 April 2013,
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against Chagas disease and candidi
affecting host tissues.”

Eugenia uniflora is often used as food and medicine in
folk medicine due to antimicrobial and other biological
activities.'™!! Known in Brazil as pitanga. this plant has
been studied due its antioxidant, hypotensive. photosensitiz-
ing, and antibiotic modulatory activities.">"'3 Several phyto-
constituents of E. wniflora have been isolated, such as
flavonoids myncitrin, quercetin and quercitrin 3- ramnoside.
as well as steroids, mono- and triterpenoid compounds, tan-
nins, anthraquinones, phenols, cineol, and essential oils,'*"

Thus, due to the social and economic importance of
candidiasis as neglected discases and the medicinal use of
this fruit in ethnomedicine. this work evaluated the anti-
fungal and cytotoxic activities of Eugenia uniflora.

Leaves of E. unifiora were collected during the rainy
scason (April. 2008) in the municipality of Crato, Ceari
State, Brazil. The plant material was identified by Dr. Arlene
Pessoa, and a voucher specimen was deposited with iden-
tification number #3106 at the * Ddrdano de Andrade Lima™
Herbarium of the Regional University of Cariri (URCA).

A total of 200g of leaves were dried and powdered at
room temperature. The powdered material was extracted by
maceration using 1 L of 95% ethanol as solvent at room
temperature. The mixture was allowed to stand for 72h at
room temperature. The extract was then filtered and con-
centrated under vacuum in a rotary evaporator (60°C and
760 mm/Hg of temperature and pressure).'® Each 200g of
acrial parts yicld 5.6 g of extract. The E. uniflora cthanol
extract (EEEU) was diluted using DMSO.

s feature high toxicity,
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Antimicrobial and Modulatory Activity of Ethanol
Extract of the Leaves from Lygodium venustum SW.

Maria F. B. Morais-Braca™, Teocenes M. Souza, Karia K. A. SANTOS, JACQUELINE
C. ANDRADE, GLAuciA M. M. Guenes, SAuLO R. TINTINO, CELESTINA E. SOBRAL-SouzA,
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and HenriQuE D. M. COUTINHO

Universidade Regional do Cariri — URCA, Crato-CE, Brasil. Rua Cel. Antonio Luis 1161,
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Anstract.—The evolution of microorganism defense systems has led to intensive searches for new
drugs extracted from various natural products to fight microbial infections. This study evaluated
the antibacterial and antifungal activity of Lygodium venustum, a climbing fern. A phytochemical
screening was performed using ethanol extract from leaves of L. venustum (EELV), detecting the
presence of phenols, tannins, flavonoids and alkaloids. The test of Minimal Inhibitory Con-
centration (MIC) against Escherichia coli, Staphyloccocus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Candida albicans, C. krusei and C. tropicalis was evaluated using the microdilution method.
resulting in inhibitory concentrations = 1024 pg/mL. Using a subinhibitory concentration of
128 pg/mL of EELV, the modulatory potential of the extract was tested against multidrug-resistant
clinical isolates, resulting in synergism when combined with Gentamicin and actually altering the
phenotype of S. aureus from sensitive to resistant. The extract also increased the effect of the
kanamycin against S. aureus. This was the first report of modulatory antibiotic activity by a
member of Lygodium.

Key Worps,—Lygodium venustum, microdilution, antimicrobial, modulator

Microbial infectious diseases have prompted the development of studies to
understand their drug resistance mechanisms and the creation of drugs to
avoid these defenses. Infection by Staphylococcus aureus is among the most
common problems in hospitals due to its resistance against several antibiotics.
Pseudomonas aeruginosa is the cause of nosocomial infections, particularly in
people with cystic fibrosis. Escherichia coli is commonly found in the
intestinal tract, but certain strains have been closely linked to serious urinary
tract infections and diarrhea (Tortora et al., 2008). Klebsiella pneumonia,
although confined to the normal flora, has emerged as an important hospital
pathogen capable of causing severe morbidity and mortality in pediatric
patients (Pfaller et al., 1998). Strains of Candida have concerned the medical
community due to their role in high-morbidity and mortality infections.

" Corresponding author: Laboratério de Microbiologia e Biologia Molecular, Departamento de
Quimica Biolégica, Universidade Regional do Cariri - URCA, Crato-CE, Brasil. Rua Cel. Antonio
Luis 1161, Pimenta, 63105-000. Phone: +55(88)31021212; Fax +55(88) 31021291. E-mail:
flavianamoraisb@yahoo.com.br
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RESUMO: (Atvidade moduladora de extratos etanohco ¢ hexamco de rmz de Cosnis of arabicus sobre drogas antimscro-
bianas). A bacténa Escherichia coli é comhecida por produzir eaterotoxinas capazes de causar diarréia. Algumas espécies de
Stophyiocacens 3o agentes etioldmcos de mwitas mfecgdes oportumstas em animais @ humanos. Prevdomonas aernginasa
& a poncipal causa de mfecgdes hosp pacientes Candidiase ¢ a
NHCOSE OPOTTUNISEA IMS COMMBIN, MURH2S Vezes tauslda por C‘andlda albicans, C. tropicalls, C. pamp:l}om C. glabrata e C.
kruset. As plantas medicinais tim sido a fonte de muitos remédios tradicionais aplicados na pritica clinica. Neste trabalho, os
emnbm hexamico ¢ dnoko de Costs of a'rabma fuuln Imdm qllanlo a sua atividade antibacteriana de fonm isolada ¢

L ahicosid . tratos etandlico & hexdnico foi verificado pelo mé-
Iodo de Foiobs d fe oy de ambos os extratos quando combinados com os aminoglicosideos

@ antifingicos. Sugere-se. portaato, qu s extratos de Costus of arabicus poderiam ser usados como uma foate de produtos.

naturars com atradade a drogas um novoe coatra o pro-
blema da resisténcia bactensma » Enpc: 3 drogas.
Pala have: atrvidade Costus of arabicus, modulagio de antunicrobianos

ABSTRACT: (Modulatory activity of ethanol and hexanc extracts of Costus of. arnbicus roots on antumicrobial drugs) The
bactenium Escherschia coli s known to produce enterotoxins causing dmrhenl i seases. Smnr species of Staphylecoccns are
recognizad as etiological agents of many animal and buman is the main
cause of nosocomial iafections, maly affectung d patients. Candid. is the most frequent opporhi-

mistic mycosis, frequently caused by Candrda a!bmm& C rmplca.'ls. C. parapsilesis, C. glabraia. and C. krusei. Medicmal
plaats have been the sonrce of many remadies used in the clinical practice. In this study, the hexane and methanol extracts of

PP

Costus of arabicus were assayed to the antibacterial activaty alone or d with I des and I drugs.
Synergism of the ethanol and bexane were venfied by the mmoduwon wethod. A synupsuc effect of the two extracts
buned with the 2k and antifi ageots was d d. 15 therefore suggested that the extracts from

Costus of arabicus conld be used as a sousce of natral products with resistance-modifying antimicrobial activity, providing
a new mechamsm agamst the problem of bacterial and fungal resistance to drugs.
Key words: Cosnrs of arobicus, antamcrobual activity, antimicrobial agents modulation.

INTRODUCAO considerada um patégeno oportunista. uma vez que,
raramente, esta associada a infecgdes em individuos
imunocompetentes (Fereira er al. 2010). A composicio
fisica e quimica (polimiémc‘a) da membrana exterma
deste micro-organismo demonstra poder de banem a
P de substincias, como antibidticos e
ticos, que precisam saturar toda a sua superficie antes
da penetragio, conferindo maior resisténcia a essas ce-
pas (Ferreira er af. 2010).

T4 as bactérias Gram-positivas. como as do género

Abactéria Gram-negativa Escherichia coli é umna das
principais causas de doencas infecciosas em hwmanos.
Sao conhecidas por produzir enterotoxinas cujas pro-
priedades e papel nas doengas diarréicas tém sido am-
plamente investigados. A atividade das citotoxinas e seu
papel na infeccao humana ja foi identificado (Konowal-
chuk er ai. 1977, Scotland er al. 1980), principalmente
em infecgdes do trato urindrio (Hughes e7 a/. 1982, Ma-

tias et al. 2010). Outra bactéria Gram-negativa. respon-
sével por doengas infecciosas. é a Pseudomonas aeriigi-
nosa. Esta é um importante patégeno humano que esta

Staphylococcus, sio distribuidas na natureza. assim
como na microbiota normal da pele e na mucosa dos
passaros. Algumas espécies de Staphylococcus sio fre-

frequentemente associado a infecgdes I 1 aco- reconhecidas como agentes enolcwlcos de
do. prit 1 pacientes primidos mfeccoes oportuni e muitos ani el

(Fenem etal. 7010) Esta espécie bacteriana tem sido  (Nostro ef al. 2004, Coutinho ef al. 2009). Stapinlococ-
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Escherichia coliis known to produce enterctoxins whose properties and roles in diarrheal disease have
been extensively in i i. Some ies of Staphyl are often recognized as etiological
agents of many animal and human cpportunistic infections. This study is the first test of change in the
resistance of antibiotic activity Ocil gratissi L. against multi-resistant strains of E. coli and
Staphylococcus aureus. In this study, the hexane and methanol extracts of O. gratissimum L. were
tested for antibacterial activity alone and in combination with aminoglycosides against bacterial strains.
The synergy of the methanclic extracts was verified by micro dilution method. A synergistic effect of
both extracts and fractions combined with the aminoglycosides was demeonstrated. It is therefore
suggested that the extracts from C. gratissimum L. could be used as a source of natural products
derived from this plant with resistance-medifying antibacterial activity, providing a new weapeon against
the problem of bacterial resistance to antibiotics.

Key words: Ocimum graftissimum L. methanol extract, fractions, antibacterial activity, modification of

resistance, antibiotics, Staphylocoecus aureus, Escherichia coli.

INTRODUCTION

Bacteria of the genus Sitaphyiococcus are distnbuted in
nature, as well as being part of the nomal microbiota of
the skin and of the mucosa of animals including birds.
Some specimens of Staphylococcus are  frequently
recognized as etiologic agents of opporiunistic infections

in many animals and humans (Coutinho et al | 2008a). &
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aureus, 8. epidermidis, 5. saprophyficus and S
haemaolyticus are the most important causative speciss of
human and hospital infeetions. Besides causing different
types of intoxications, S. aureus represents the most
common  etiologic agent of purulent infections (for
example, furuncle, carbuncle, abscess, myocarditis,
endocarditis, pneumaonia, meningitis, bacterial arthritis)
(Werhoeff et al., 1999).

E. coli is one of the principal causes of infectious
diseases i humans. These bactena are known fo
produce enterotoxins  whose properties and role in
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AVALIACEO in vitro DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E
MODULADORA DOS EXTRATOS ETANOLICO E HEXANICO DE BULBO
DE Costus arabicus

In vitro EVALUATION OF ANTIMICROBIAL ACTIVITY AND MODULATING THE
ETHANOL AND HEXANE EXTRACTS OF Costus arabicus BULB

Saulo Relison TINTINO'; Glaucia Morgana de Melo GUEDES'; Francisco Assis Bezerra
CUNHA'; Karla Katiticia Alves dos SANTOS'; Edinardo Fagner Ferreira MATIAS'; Maria
Flaviana Bezerra MORAIS-BRAGA"; Jaqueline Cosmo ANDRADE'; Elba S. SOUZA'; Maria
Audilene FItl-:lTAS': Liscassia Beatriz Batista ALENCA R'; José Galberto Martins COSTAJ;
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RESUNMO: Neste estudo, extratos etandlices ¢ hexdinicos de bulbo de Costus arabicus foram utilizados coim o

objetivo de avaliar a atividade antibacteriana, antifingica

moduladora da resistencia de antibacterianos e antifiinicos.

contra cepas bacteclenanas de Esclierichio Coli, Staphylococeus aureus, Psewdomonas aeruginesa ¢ cepas fingicas de
Candida Afbicans. Candida Krusei, Candida Tropicalis. A atividade antibacteriana ¢ modulatdria foi determinada por
microdiluigio. A inibicio do crescimento das bactérias ¢ fungos testados com extrate foi = 1024, A atividade de alguns
antibidticos e antiftingicos foi reforcada sinergicamente quando estes extratos foram associados em concentragoes sub-
inibitdrias com antimicrobianos. Portanto, sugerimos que os extratos etandlicos e bexiinicos de bulbo de Cosins arabicus
podem ser utilizados como fonte de produtos nalurais com ¢ ohjetivo de modificar a resisténcia desses microorganismos

aos antimicrobianos.

PALAVRAS-CHAVE: Costus arabicus. Produtos nolurais. Alividade anlibacteriana. Atividade antifingica.

Madulagio.
INTRODUCAO

Muitas plantas i€m sido objeto de inlensas
pesquisas devido ao seu potencial como fontes de
(Il'i.)g:l:i comercials ou  Como Composios glliil ey
desenvolvimente das drogas (CORDELL et al.,
1991). Hd um crescenle inleresse na influéncia de
compostos  biologicamente  ativos  isolados  de
plantas no tratamento de doencas causadas por
microorganismos  (AUSTIN:  KRISTINSSON;
ANDERSON, 1999),

Escherichia coli é uma das principais causas
de doengas infecciosas humanas. Sio conhecidas
por produzir enteroloxinas cujas propricdades ¢ seu
papel mas doengas diarréicas lem sido amplamente
investigado. A atividade das cilotoxinas na infecgiio
humana ji foi identificado (KONOWALCHUK el
al, 1997,1978; SCOTLAND cl al., 1980,
principalmente  em infecgoes do trato  urindrio
(HUNGHES ct al ,1982). Uma cxplicagiio para a
cronicidade de  algumas  infecgdes  oportunisias
envolvendo o paldégeno Preudomonas aeruginesa ¢
que este organismo é perito em formar biofilmes em
que as bactérias estio protegidos contra as defesas
do hospedeiro ¢ antibidticos (COSTERTON et al.,
1999y, Baclérias do  género  Stphviococcus  sio

distribuidas na natureza, assim como na microbiola
normal da mucosa da pele dos passaros. Algumas
cspécimes de Staplyvlococens siao fregiicntemente
reconhecidas como agentes etioldgicos de infecgdes
oportunistas  em  muilos  animais ¢ humanos
{NOSTRO et al.,2004; COUTINHO et al..2009),

Com [reqiicneia, as infecgoes [ingicas sio
de  dificil  iratamento,  falo  intrinsecamente
relacionado A aquisigio por parte de seus agentes
clioldgicos  de  resisiéncia  frente & agio  de
antifingicos (ARAUJO et al., 2004). Candidiase ou
candidose € a infecgio freqiieniemente causada por
fungos oportunistas, onde as espécies comumente
implicados no quadro clinico desta patogenia sio:
Candida albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C
glabraia ¢ C. krusei. O especiro da candidiase ¢
muito extenso, indo desde manifestagies leves,
como a colonizagio dc mucosas alé  quadros
sistémicos, com a invasio de wviros drgios
{COUTINHO, 2009).

Com a uwiilizagio  inadequada  alguns
antimicrobianos estio perdendo nwito rapidamente
sun  eficicia, o que torna  necessirio o
desenvolvimento de povos medicamentos ¢ éenicas
eficazes de mangjo. Assim as perspectivas para uso
de drogas antimicrobianass no fuluro & incerla.

Bloscl. I., Uberlindia, v. 29, n. 3, p. 732-738, May/June 2013
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Cytotoxic, Trypanocidal, and Antifungal Activities of Eugenia jambolana L.
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ARSTRACT Chagas’ disease, caused by Trppanovamn cnizi, is considered a public health problem. Nowadays, chemo-
therapy is the only available teatment for this discase, and the dugs currently used, nifurtimos and benzonidazole, preseat
high toxicity levels. Aliematives for replacing these drugs are natural extracts from Eugenia jambolana, a plant used in
traditional medicine becawse of its antimicmobial and biological activities. An cthanol extract from E. jembelane was prepared.
To research in virro anti-cpimastigole activity, T emei CL-BS clone was used. Epimastigotes were inoculated at a concen-
tration of 1< 10%/mLin 200 gl. of tryptose liver infusion. For thecytotoxicity sssay 774 macrophages were used. To examine
antifungal activity, Candida albicans, Candida rropicalis, and Candida krisei were used. This is the first record of rypa-
nocide activity for E. jambolana. The effective concentration capable of killing 50% of the parasites was 5642 pefml. The
minimum nhibitory conceniration was < 1,024 ug/mL. Metronidazole showed o potentiation of its antifungal effect when
combined with the cthanol extract of E. fambolara. Thus our results indicate that £, jambefana could be a source of plant-

derived nawral produects with anti-epimastigote and antifungal maodifying activity with moderate toxicity.

KEY WORDS: o antifungal activity » anti-epimasticote aclivity o Chagas' disease » extotoxicity o Eugenia jar

o madifying activity

INTRODUCTION

DEVEL(PINL. COUNTRIES wilh raditional medicinal use
of the biodiverse flora. inc]uding Brazil. still suffer from
the so-called “neglected dsemn such as tuberculosi
malaria, and Chagas™ disease,” which are reated by trad
tional communities with natural plant products. Brazil
features the Targest biodiversity in the world:® however,
anly 8% |mve. been studied in the search for bicactive
compounds.”

Chagas’ discase, caused by Tr}]'mm»mrm cruzi, affects
about 18 million people in the Americas.” This parasite can
be transmitted to humans by tratomine insects, foods,
blood. and nrgans from infected donors or by transplacental
contamination ® Currently, the chemotherapy of thi 8, disease
consists mainly of nifutimox and benzonidazole,” which
show a cure rate of 70-50% in the acute phase and less than
20% in the chronic phase.® Several studies involving the
analysis of natural plant products have recommended them
as alternative sources of drugs against 7. cruzi, including
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The evaluation of the toxicity of active substances is onc
of the lirst steps for the use of these compounds in animal
models. The drugs cumrently used for Chagas™ disease show
4 high toxicity because the metaboliles produced affect host
lissues owing to their high reaclivrl3u°

Candidiasis is the most frequent infection caused by op-
portunistic fungi. The main species associated with this
disease are Candida albicans, Candida tropicalis, Candida
parapsilosts, Candida glabrata, and Candida krusei. The
clinical features of candidiasis are quite diverse, varying
hetween mucosal colonization to the invasion of several
internal organs.'” These yeasts remain in the microbiota,
hecoming pathogenic in cases such as congenital or acquired
immunodeficiency and mm msuppressium” Several nal-
ural products have been studied extensively in the search for
aliernative treatments for these fungi, including Hima-
tenthies ar!i(.'ufarusi Mentha long ifolia, Malva sylvestris, and
Puidiwn guajava. 14

Eugenia famboiana (Family Myrtaceae), known in Brazil
as famboldio and oliva, has several scientific synonyms such
as Syzvgium cunting and Svzygium _;amha.‘rumm * This plant
is used as a food and in tradiional medicine because of ils
biological properties.”®"” Nawral products of E. jambolana

Dracecephalum  kotschyr, and
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Phenolic Compounds and Interaction between
Aminoglycosides and Natural Products of
Lygodium venustum SW against Multiresistant

Bacteria
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Abstract
Background: The aim of this work was to evaluate the inter-
actions between aminoglycosides and the ethyl-acetate
fraction of the fem Lygodium venustum SW (EAFLV) Meth-
ods: The ethyl-acetate fraction was obtained from the etha-
nol extract of L. venustum and was assayed via the checker-
board method assodiated with aminoglycosides against two
bacterial strains multiresistant to antibiotics. Results: The
antibiotic activity of all drugs, when associated with the eth-
yl-acetate fraction, was enhanced In an additive manner, ex-
cept for the association between EAFLYV and amikacin, which
showed a synergistic interaction against the Escherichia coli
strain. Conclusions: The results indicated that L. venustum
can be a source of secondary metabolites to be used in as-
sociation with antibiotics like aminoglycosides in antibiotic
chemotherapy against resistant bacteria,
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Introduction

Lygodiwom venustum SW (Lygodiaceae) is a fern com-
monly found in Latin America. This fern is used in tra-
ditional medicine for the treatment of dermatosis, infec-
tions, mycosis, thricomoniasis, and other diseases [1-4],
and there are reports of its gastroprotective and antibac-
terial activities in the literature [5-7].

Recently, many natural products have been assayed to
verify not only the antibacterial activity of L. venustum
but also its modulatory antibiotic activity as a strategy to
combat bacterial pathogens with resistance to multiple
drugs [8-12], due to the enhancement of resistant micro-
organisms and the successive loss of the drugs activities
because of the bacterial mechanisms of resistance [13-
16].

The aim of this work was to evaluate the interactions
between the ethyl-acetate fraction of L. venustum
(EAFLV) with aminoglycosides by the checkerboard
method.
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RESUMO: (Atvidade moduladora de extratos etanohco ¢ hexamco de rmz de Cosnis of arabicus sobre drogas antimscro-
bianas). A bacténa Escherichia coli é comhecida por produzir eaterotoxinas capazes de causar diarréia. Algumas espécies de
Stophyiocacens 3o agentes etioldmcos de mwitas mfecgdes oportumstas em animais @ humanos. Prevdomonas aernginasa
& a poncipal causa de mfecgdes hosp pacientes Candidiase ¢ a
NHCOSE OPOTTUNISEA IMS COMMBIN, MURH2S Vezes tauslda por C‘andlda albicans, C. tropicalls, C. pamp:l}om C. glabrata e C.
kruset. As plantas medicinais tim sido a fonte de muitos remédios tradicionais aplicados na pritica clinica. Neste trabalho, os
emnbm hexamico ¢ dnoko de Costs of a'rabma fuuln Imdm qllanlo a sua atividade antibacteriana de fonm isolada ¢

L ahicosid . tratos etandlico & hexdnico foi verificado pelo mé-
Iodo de Foiobs d fe oy de ambos os extratos quando combinados com os aminoglicosideos

@ antifingicos. Sugere-se. portaato, qu s extratos de Costus of arabicus poderiam ser usados como uma foate de produtos.

naturars com atradade a drogas um novoe coatra o pro-
blema da resisténcia bactensma » Enpc: 3 drogas.
Pala have: atrvidade Costus of arabicus, modulagio de antunicrobianos

ABSTRACT: (Modulatory activity of ethanol and hexanc extracts of Costus of. arnbicus roots on antumicrobial drugs) The
bactenium Escherschia coli s known to produce enterotoxins causing dmrhenl i seases. Smnr species of Staphylecoccns are
recognizad as etiological agents of many animal and buman is the main
cause of nosocomial iafections, maly affectung d patients. Candid. is the most frequent opporhi-

mistic mycosis, frequently caused by Candrda a!bmm& C rmplca.'ls. C. parapsilesis, C. glabraia. and C. krusei. Medicmal
plaats have been the sonrce of many remadies used in the clinical practice. In this study, the hexane and methanol extracts of

PP

Costus of arabicus were assayed to the antibacterial activaty alone or d with I des and I drugs.
Synergism of the ethanol and bexane were venfied by the mmoduwon wethod. A synupsuc effect of the two extracts
buned with the 2k and antifi ageots was d d. 15 therefore suggested that the extracts from

Costus of arabicus conld be used as a sousce of natral products with resistance-modifying antimicrobial activity, providing
a new mechamsm agamst the problem of bacterial and fungal resistance to drugs.
Key words: Cosnrs of arobicus, antamcrobual activity, antimicrobial agents modulation.

INTRODUCAO considerada um patégeno oportunista. uma vez que,
raramente, esta associada a infecgdes em individuos
imunocompetentes (Fereira er al. 2010). A composicio
fisica e quimica (polimiémc‘a) da membrana exterma
deste micro-organismo demonstra poder de banem a
P de substincias, como antibidticos e
ticos, que precisam saturar toda a sua superficie antes
da penetragio, conferindo maior resisténcia a essas ce-
pas (Ferreira er af. 2010).

T4 as bactérias Gram-positivas. como as do género

Abactéria Gram-negativa Escherichia coli é umna das
principais causas de doencas infecciosas em hwmanos.
Sao conhecidas por produzir enterotoxinas cujas pro-
priedades e papel nas doengas diarréicas tém sido am-
plamente investigados. A atividade das citotoxinas e seu
papel na infeccao humana ja foi identificado (Konowal-
chuk er ai. 1977, Scotland er al. 1980), principalmente
em infecgdes do trato urindrio (Hughes e7 a/. 1982, Ma-

tias et al. 2010). Outra bactéria Gram-negativa. respon-
sével por doengas infecciosas. é a Pseudomonas aeriigi-
nosa. Esta é um importante patégeno humano que esta

Staphylococcus, sio distribuidas na natureza. assim
como na microbiota normal da pele e na mucosa dos
passaros. Algumas espécies de Staphylococcus sio fre-

frequentemente associado a infecgdes I 1 aco- reconhecidas como agentes enolcwlcos de
do. prit 1 pacientes primidos mfeccoes oportuni e muitos ani el

(Fenem etal. 7010) Esta espécie bacteriana tem sido  (Nostro ef al. 2004, Coutinho ef al. 2009). Stapinlococ-
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