CENTRO UNIVERSITARIO UNIVATES
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO STRICTU SENSU
MESTRADO EM BIOTECNOLOGIA

AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE EXTRATOS DE
EUGENIA ANOMALA E PSIDIUM SALUTARE (MYRTACEAE)
FRENTE A ESCHERICHIA COLI E LISTERIA MONOCYTOGENES

Eveline Simonetti

Lajeado, janeiro de 2015



Eveline Simonetti

AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE EXTRATOS DE
EUGENIA ANOMALA E PSIDIUM SALUTARE (MYRTACEAE)
FRENTE A ESCHERICHIA COLI E LISTERIA MONOCYTOGENES

Dissertacao apresentada ao Programa de
Pos-Graduagcdo em Biotecnologia, do
Centro Universitario UNIVATES, como
parte da exigéncia para a obtengao do grau
de Mestre em Biotecnologia.

Orientador: Dr. Eduardo Miranda Ethur
Co-orientador: Dra. Elisete Maria de Freitas

Lajeado, janeiro de 2015



DEDICATORIA

Dedico este trabalho a meus familiares e esposo
que sempre estiveram ao meu lado nesta
caminhada e, apesar dos contratempos, me

apoiaram e acreditaram no meu potencial.



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus pela saude, forca e fé recebidas para a
finalizacdo desta etapa e pela vida dos meus familiares e esposo para estarem perto

de mim.

A minha mae, Mara Teresinha Ledur Simonetti, e meu pai, Jandir Simonetti,
primeiramente pela minha vida e educacao, pelo amor, cuidado e confianca que

sempre tiveram e acima de tudo a paciéncia e compreensao.

A meu esposo, Ismael Carlos Joanella, pelo amor, incentivo, encorajamento
constante, apoio, paciéncia durante estes dois anos, pois houve dias dificeis que

sempre foram aliviados com seu carinho e cuidado.

A minha irm&, Barbara Luisa Simonetti, e meu irmao, Ezequiel Simonetti, pelo

amor, carinho, forga, paciéncia e apoio.

A meu orientador, Eduardo Miranda Ethur, pelo auxilio, competéncia e

confianga.

Ao Grupo de Estudo e Pesquisa de Plantas Naturais, Alana Ledur, Ana
Caroline Giacomin, Barbara Buhl, Kélen Arossi e Leandra Pacheco pelo auxilio

durante a execuc¢ao do trabalho.

Aos professores que sanaram duvidas e auxiliaram na realizagéo de testes,

bem como seus bolsistas.



“Lute com determinagéo, abrace a vida com paixdo, perca com classe e venga com
ousadia, porque o mundo pertence a quem se atreve e a vida € muito para ser
insignificante.”

Charles Chaplin



RESUMO

As doengas transmitidas por alimentos ocorrem por diversos motivos sendo
principalmente devido a ingestdo de alimentos contaminados por microrganismos
patogénicos, dentre eles a Escherichia coli e Listeria monocytogenes. Uma das
alternativas que vém sendo estudada para minimizar a contaminagdo € o emprego
de plantas como antimicrobiano de origem natural em produtos alimenticios. Desta
forma o objetivo do presente estudo foi fornecer dados cientificos a respeito de duas
plantas nativas do RS ainda nao estudadas, Eugenia anomala e Psidium salutare,
para um potencial emprego como antimicrobiano natural em alimentos. Para tanto,
avaliou-se a atividade antimicrobiana de extratos de E. anomala e P. salutare contra
E. coli e L. monocytogenes através da determinacdo da concentragao inibitoria
minima (CIM) pelo método de microdiluicdo, a capacidade antioxidante dos extratos
por meio do método de redugdo do radical 1,1-difenil-2-picrilidrazil (DPPH) e a
citotoxicidade in vitro empregando células CHO-K1. Os resultados obtidos
mostraram que os extratos de acetato de etila e etandlico de ambas as espécies
vegetais possuem acao antioxidante comparavel a do padrdao. Quanto a atividade
antimicrobiana, somente o extrato hexanico de P. salutare apresentou tal agao
sendo ela moderada (CIM=312,5 ug/mL) e a citotoxicidade todos os extratos
apresentaram acao citotoxica sendo que o extrato cloroférmico de E. anomala e
hexanico de P. salutare apresentaram elevada agcao e os demais extratos moderada
agao citotdéxica a uma concentracdo de 100 pg/mL. Assim, o presente estudo
demonstrou que as espécies vegetais estudadas apresentam potencial para
emprego em antimicrobiano sendo necessaria a otimizagdo do processo de
extracao.

Palavras-chave: Concentragao Inibitéria Minima. Citotoxicidade in vitro. Atividade
Antioxidante.



ABSTRACT

The foodborne diseases occur for various reasons and mainly due to the ingestion of
food contaminated by pathogenic micro-organisms, including Escherichia coli and
Listeria monocytogenes. One of the alternatives that have been studied to minimize
contamination is the use of plants as an antibacterial of natural origin in food
products. Therefore, the objective of this study is to provide scientific data on two
native plants of RS have not studied, Eugenia anomala and Psidium salutare for a
job potential as natural antimicrobial in food. To this end, we evaluated the
antimicrobial activity of extracts of E. and P. anomala salutare against E. coli and L.
monocytogenes by determining the minimal inhibitory concentration (MIC) by the
broth microdilution method, the antioxidant activity of the extracts by means of
method of reducing the 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) radical and in vitro
cytotoxicity using CHO-K1 cells. The results showed that the extracts of ethyl acetate
and ethanol of both species have antioxidant activity comparable to the standart. As
for antimicrobial activity, only the hexane extract of P. salutare showed such action
being her moderate (MIC = 312.5 ug/mL) and cytotoxicity all extracts showed
cytotoxic action of which the chloroform extract of E. anomala and hexane P. salutare
presented high action and the other moderate cytotoxic action extracts at a
concentration of 100 ug/mL. Thus, the present study showed that plant species have
potential for use in antimicrobial requiring the optimization of the extraction process.

Keywords: Minimal inhibitory concentration (MIC). Cytotoxicity in vitro. Antioxidant
Activity.
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PROPOSTA DE TRABALHOS FUTUROS
REFERENCIAS........cooeeveveeeeeeeeeeeen,



1 INTRODUGAO

Com o desenvolvimento industrial e o crescente aumento na producdo de
alimentos em nivel regional, nacional e mundial a preocupagdo com a ocorréncia
das Doencgas Transmitidas por Alimentos (DTAs) vem se ampliando, demonstrando
a necessidade da criagao de estratégias para a minimizagdo e prevencao de tais
doencas, uma vez que anualmente um numero ainda inaceitavel acomete seres
humanos infectados por meio da ingestdo de alimentos contaminados por diferentes
patégenos (GERMANO & GERMANO, 2011; TONDO & BARTZ, 2011).

As doencas transmitidas por alimentos sao conhecidas como toxinfeccbes
que ocorrem devido a ingestdo de alimentos contaminados por microrganismos
patogénicos, objetos lesivos, substancias quimicas ou substancias toxicas presentes
naturalmente nos alimentos (SILVA JR, 1995; RIEDEL, 2005).

Tais doencas apresentam caracteristicas comuns como: curto periodo de
incubagao, provocam nauseas, vomitos, diarreia, dor abdominal e presenga ou
auséncia de febre. Os pacientes podem, num curto periodo de tempo, apresentar
melhora no quadro clinico, entretanto em individuos imunocomprometidos, idosos ou
muito jovens estas doengcas podem levar a complicagbes graves e
consequentemente a morte. As DTAs sao responsaveis por milhares de
hospitalizagbes, centenas de mortes e muitas vezes complicagdes irreversiveis
(SILVA JR, 1995; RIEDEL, 2005; GERMANO & GERMANO, 2011).

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), nos paises em
desenvolvimento sao detectados por ano mais de um bilhdo de casos de diarreia
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aguda em criangas menores de cinco anos e destas, aproximadamente 5 milhdes
morrem, sendo que uma das principais causas € a ingestdo de alimentos
contaminados por bactérias. De acordo com os dados da Secretaria de Vigilancia
em Saude (SVS), no Brasil, entre os anos de 1999 a 2008, houve 6.062 surtos de
DTAs, levando a 117.330 doentes e 64 mortes (GERMANO & GERMANO, 2011).

Estudos epidemiologicos desenvolvidos na Europa e Ameérica do Norte
identificaram os principais agentes etiolégicos de toxinfec¢des alimentares, sendo
eles: Salmonella spp, Staphylococcus aureus, Clostridium perfringens, Bacillus
cereus e Escherichia coli (GERMANO & GERMANO, 2011). Escherichia coli e

Listeria monocytogenes serao o foco do presente estudo.

A Escherichia coli € uma bactéria Gram-negativa, estando presente
naturalmente no trato gastrintestinal de humanos e animais, sendo que dentre seus
diversos sorotipos, somente cinco sao identificados como patogénicos. Tal bactéria
€ amplamente utilizada como marcador em estudos e analises de contaminagao
fecal da agua, pois € facilmente isolada e identificada. A contaminagédo por este
patdogeno pode provocar quadro clinico de diarreia, febre, vomitos e outras
complicagbes que podem levar ao Obito individuos recém-nascidos e criangas,
imunocomprometidos ou idosos (JAY, 2005; FORSYTHE, 2013).

A Listeria monocytogenes € um patdgeno que causa sérios maleficios a
saude da populagdo quando ingeridos alimentos contaminados podendo levar a um
estado patoldégico denominado de listeriose. Este pode provocar sintomas agudos
como, por exemplo, os similares aos da gripe, dores fortes de cabeca, febre, vomitos
e nauseas e ainda causar complicagbes crdonicas como: meningite, encefalite,
septicemia, osteomielite, endocardite, abortos, natimortos e até mesmo a morte. A
listeriose apresenta altas taxas de mortalidade: 70% nos casos de meningite, 50%
nos casos de septicemia e acima de 80% em infecgdes perinatais-neonatais. Os
individuos mais susceptiveis a contrair a listeriose sdo os idosos, gestantes, fetos e
recém-nascidos contaminados através da mae durante a gravidez, e pessoas com o
sistema imune comprometido (MANTILLA et al., 2007; FORSYTHE, 2013).
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Este patogeno esta amplamente distribuido na natureza, podendo ser
encontrado em diversos alimentos, sejam eles crus ou processados. Esta presente
principalmente em materiais e equipamentos empregados na producéo e preparo de
alimentos quando ha ma higienizacdo dos mesmos propiciando a aderéncia do
microrganismo as superficies e o inicio da sua multiplicagdo celular. Dentre os
alimentos em que a Listeria monocytogenes pode ser encontrada estdo: queijos,
leites, carnes e seus derivados, vegetais frescos, salsichas de carne crua
fermentada, pescados e frutos do mar (ALEJANDRA et al.,, 2013; FORSYTHE,
2013).

Devido a grande relevancia e prejuizo que a contaminagdo por estes
patdgenos apresenta, a pesquisa por alternativas para inibi-las se torna importante
no meio cientifico, pois, pode fornecer meios as industrias alimenticias e a
populacdo de evitar a contaminagdo dos alimentos que serdo ingeridos. A
contaminagdao por microrganismos em alimentos foi avaliada pelo Comité de
Seguranga Alimentar (FAO/OMS) como um problema generalizado de saude
mundial (SILVA et al., 2010).

Desta forma, o desenvolvimento de pesquisas acerca da aplicacdo de plantas
com propriedades farmacoldgicas para o emprego no desenvolvimento de novos
farmacos ou produtos para industrias do segmento alimenticio vém ampliando-se e
instigando os pesquisadores na descoberta de tais propriedades em plantas pouco

ou nada estudadas.

Neste contexto, a crescente busca por novos conhecimentos vém mostrando
que inumeras plantas como, por exemplo, plantas da familia Myrtaceae, as quais
pertencem as espeécies Eugenia anomala e Psidium salutare, apresentam expressiva
atividade antimicrobiana frente a diferentes microrganismos (VUOTTO et al., 2000;
LAPCIK et al., 2005; NAIR & CHANDA, 2007; HENIE et al., 2009; SILVA et al., 2010;
WESTON, 2010). Além disso, a resisténcia microbiana aos antimicrobianos ja
existentes vem se tornando uma preocupagao mundial e neste contexto uma das
alternativas que esta surgindo é o estudo e emprego de antimicrobianos de origem
vegetal (WILLIAMS & HEYAMN, 1998; CITOGLU & ALTANLAR, 2003; HAMILL et
al., 2003; SILVA et al., 2010).
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Deste modo, a busca por alternativas que visam minimizar ou eliminar o risco
da ocorréncia de infecgdo por E. coli e L. monocytogenes através da aplicagao de
produtos antimicrobianos advindos de plantas sdao de grande relevancia no meio
cientifico. Assim, o presente estudo avaliou a atividade antimicrobiana de extratos de
Eugenia anomala e Psidium salutare contra E. coli e L. monocytogenes através da
determinacao da concentragéo inibitoria minima (CIM) pelo método de microdiluigéo,
a capacidade antioxidante dos extratos por meio do método de redugao do radical

DPPH e a citotoxicidade in vitro empregando células CHO-K1.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Contaminagao dos alimentos

O desenvolvimento industrial vem causando a migracdo da populacao rural
para a zona urbana e com este aumento populacional ha aumento na necessidade
de quantidade maior de alimentos e amplia a distancia entre os produtores e
consumidores dos alimentos. Além disso, houve mudanga expressiva nos habitos
alimentares dos individuos que devido ao tempo reduzido, procuram alimentos de
facil preparo e aquisicdo sendo muitas vezes fora do domicilio (RIEDEL, 2005;
GERMANO & GERMANO, 2011).

Com esta mudanca no perfil dos consumidores de alimentos, surge a
necessidade do segmento alimenticio, a nivel mundial, de fornecer produtos de
qualidade e seguros ao consumidor. Para tanto € imprescindivel que haja qualidade
desde a matéria-prima, higiene das instalagdes, equipamentos e utensilios
empregados na producgio dos alimentos, cuidados no momento do preparo, métodos
de conservacao utilizados e demais cuidados relacionados a cadeia que envolve
desde a aquisigdo dos insumos até a venda ao consumidor (RIEDEL, 2005; TONDO
& BARTZ, 2011).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) é o 6rgao
competente que visa promover a protecdo da saude da populagcdo através do
controle sanitario da producdo e comercializacdo de produtos e servigos
(GERMANO & GERMANO, 2011).
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Os alimentos sao contaminados principalmente através de trés reservatorios
sendo eles: as aguas superficiais, 0 solo e 0 homem e os animais (principalmente
pelo trato intestinal). Tais reservatorios apresentam naturalmente microrganismos na
maioria das vezes inofensivos e nao patogénicos, entretanto podem apresentar
pequena quantidade de microrganismos patogénicos que podem causar danos a

saude dos consumidores de alimentos contaminados (RIEDEL, 2005).

Assim, surgem as Doencgas Transmitidas por Alimentos que tratam-se de
doencgas causadas pela ingestdo de alimentos contaminados por perigos biolégicos
(bactérias e protozoarios), fisicos (pedagos de metais, vidros, insetos, ossos, fios de
cabelo, etc) ou quimicos (residuos de saneantes, metais pesados, antimicrobianos,
etc). Estas doencas podem ser prevenidas através de campanhas educativas que
demonstrem os riscos da aquisi¢do de alimentos de origem duvidosa, além de como
identificar alimentos de ma qualidade ou deteriorados (SILVA JR, 1995; TONDO &
BARTZ, 2011).

Os alimentos podem apresentar estabilidade frente ao ataque de
microrganismos devido a presenga de substancias naturais presentes em sua
constituicdo que possuem atividade antimicrobiana, como por exemplo: o cravo-da-
india (eugenol), a canela (eugenol e aldeido cinamico), a salvia (timol e eugenol), o
alho (alicina), o orégano (carvacrol), entre outros (JAY, 2005; GERMANO &
GERMANO, 2011). Devido a maior demanda por alimentos processados faceis e
rapidos para preparar, a industria alimenticia busca tecnologias alternativas para o
processamento dos alimentos de forma a reduzir ou eliminar possiveis patdégenos
presentes. Para tanto, um destes antimicrobianos sao os 6leos essenciais e extratos
de plantas que em sua constituicdo apresentam substancias com tal atividade
(BURT, 2004; OSTROSKY et al., 2008).
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2.2 Patégenos estudados

2.2.1 Escherichia coli

E. coli pertence a familia das enterobactérias e género Escherichia, trata-se
de uma bactéria Gram-negativa, ndo esporulada, anaerdbia facultativa, pode crescer
em pH 4,4 a 9,0, capaz de fermentar a glicose e lactose, sendo um dos patdégenos
mais comuns presentes no trato intestinal humano. E um patdgeno de origem
alimentar que foi reconhecida em 1971 quando ocorreu cerca de 400 casos de
gastroenterite pela contaminagdo por uma linhagem enteroinvasiva veiculada por
queijos importados comercializados em estados americanos (JAY, 2005; RIEDEL,
2005; TORTORA et al., 2012).

Pertence ao grupo dos microrganismos psicrotréficos onde a temperatura
minima de desenvolvimento é de -5 °C a 5 °C, a temperatura 6tima é de 25a 30 °C e
a temperatura maxima de 30 a 35 °C, podendo gerar enzimas proteoliticas e
lipoliticas termoresistentes mantendo-se ativos apds o processo de pasteurizagao
(GERMANO & GERMANO, 2011; TONDO & BARTZ, 2011).

Esta presente nas fezes de animais de sangue quente e do homem e em
aguas de lagos, rios, pogos e nascentes. Ainda, pode ser encontrada numa
variedade de alimentos, como: carnes, aves, pescados e verduras mal cozidos,
hortalicas regadas com agua contaminada, agua, maionese de legumes,
sobremesas (contaminagao durante preparo), farofas, queijos, lasanhas, leite,
saladas, sucos frescos de magéa ou cidra, iogurtes, milho cozido, pepinos, dentre
outros (JAY, 2005; FORSYTHE, 2013).

A transmissao para os humanos acontece principalmente pelo consumo de
alimentos contaminados, onde a contaminagdo pode ocorrer devido ao uso de
utensilios ndo desinfetados, maos nao higienizadas entre a manipulagdo de
diferentes alimentos e apds a ida ao banheiro e ainda, por contaminagao cruzada

entre alimentos crus e cozidos. Também ha evidéncias de haver transmissao deste
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patdogeno através do contato direto entre pessoas (SILVA JR, 1995; GERMANO &
GERMANDO, 2011; FORSYTHE, 2013).

A presenca deste microrganismo em alimentos ou na agua é indicio de
contaminagao fecal. Apresenta a capacidade de multiplicar-se em superficies de
equipamentos e utensilios utilizados na produgdo de alimentos e em residuos de
alimentos (SILVA JR, 1995; GERMANO & GERMANO, 2011).

Apesar de ndo ser um patdégeno de ocorréncia comum pode ser a causa de
infeccdes do trato urinario e, por algumas produzirem enterotoxinas, causam diarreia
do viajante e raramente doengas de origem alimentar graves. O periodo de
incubacédo é de 12 a 72 horas e a duragao da doenca de 2 — 7 dias (TONDO &
BARTZ, 2011; FORSYTHE, 2013).

Para tornar-se patogénica, a bactéria transporta plasmideos que codificam a
producao de toxinas e a fixacdo bacteriana as células intestinais, ainda pode
apresentar genes de resisténcia os quais, ao acumular-se num unico plasmideo,
podem gerar resisténcia a antimicrobianos como, por exemplo: sulfonamidas,

cloranfenicol, estreptomicina e tetraciclina (TORTORA et al., 2012).

Apresenta cerca de 200 sorotipos, sendo que a divisdo das linhagens
patogénicas da E. coli é definida de acordo com os sintomas clinicos, os
mecanismos de patogenicidade e os efeitos em certas culturas de células conforme

descrito a seguir no Quadro 1:
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Quadro 1- Linhagens patogénicas de E. coli

Grupo Caracteristicas de | Toxinas Sintomas da doenga
adesdo e invasdo
Enterohemorragica | Aderem-se fortemente, | Verotoxinas Diarreia sanguinolenta,
(EHEC) ligam-se e invadem. (Shigatoxinas). colite hemorragica,
sindrome urémica
hemolitica (SUH) e
purpura
trombocitopénica.
Enteroinvasiva Invadem as células do | Nao foram detectadas | Febre e diarreia
(EIEC) célon e propagam-se | toxinas semelhantes a | profusa contendo muco
lateralmente as células | shigatoxina. € sangue.
adjacentes.
Enterotoxigénica Aderéncia uniforme, | Termoinstaveis (similar | Diarreia aquosa e febre
(ETEC) nao invasivas. a toxina colérica e age | baixa.

nas células da mucosa)
e termoestaveis.

Enteropatogénica Aderéncia em grupos e | Nao aparentes. Vémitos, diarreia
(EPEC) invadem as células aquosa contendo muco
hospedeiras, ligam-se e febre.
e desaparecem.
Enteroagregativa Aderéncia em grupos, | Hemolisinas, Diarreia aquosa
(EAggEC) mas nédo invadem. verotoxinas  (algumas | persistente e SUH

linhagens) e toxinas | (algumas linhagens).
semelhantes a toxinas
termoestaveis.

Adaptado de Forsythe 2013.

A maioria dos surtos infecciosos causados por E. coli enterohemorragica foi
causada por linhagens O157:H7 sendo que a dose infectiva ainda é desconhecida.
De acordo com os dados obtidos apds surtos ela pode ser tdo baixa quanto 10
células podendo causar enfermidades em criangas, idosos, jovens e
imunocomprometidos. Em criangas pode causar complicagdes levando a um quadro
clinico conhecido por SUH que provoca anemia hemolitica e insuficiéncia renal,
sendo que em idosos pode ainda causar problemas neuroldgicos e febre (SILVA JR,
1995; FORSYTHE, 2013).

Uma das formas de prevenir a contaminagcado por E. coli € o cozimento
adequado dos alimentos uma vez que tal bactéria apresenta sensitividade térmica.
Um exemplo é a carne moida, a qual deve ser cozida a 71,1 °C ou manter a
temperatura do centro da mesma a no minimo 68,3 °C por pelo menos 15 segundos.
Outras medidas para controlar a infecgao por este patdégeno sdo: o armazenamento
dos alimentos em temperaturas menores que 5 °C, o tratamento térmico superior a
70 °C, afastar pessoas doentes da producdo de alimentos e evitar o contato entre
alimentos cozidos e crus (JAY, 2005; ASSIS, 2011).
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2.2.2 Listeria

O género Listeria € composto por bactérias Gram-positivas sendo elas
bastonetes curtos, anaerdébios facultativos, ndo formadores de esporos, medindo de
0,4 — 0,5 ym de diametro e 0,5 — 2,0 ym de comprimento. Crescem a temperaturas
que variam de -4 °C a 45 °C, tolerando ampla faixa de pH (4,4 — 9,4), além de
sobreviverem a elevadas concentragcdes de NaCl (10%) (ALEJANDRA et al., 2013;
FORSYTHE, 2013).

Estdo amplamente distribuidas pela natureza podendo ocorrer isoladamente
em cadeias curtas ou arranjos em angulos formando “V” entre si ou em grupos,
mantendo-se paralelos ao longo do eixo. Constituem este género as espécies: L.
monocytogenes, L. ivanovii, L. seeligeri, L. grayi, L. innocua, L. weishimeri, L. marthii
e L. rocourtiae, sendo que somente as especies L. monocytogenes e L. ivanovii sao
patogénicas para o gado, pequenos ruminantes e seres humanos (ALEJANDRA et
al., 2013; FORSYTHE, 2013).

A L. monocytogenes &€ uma bactéria Gram-positiva, B-hemolitica, catalase
positiva, oxidase negativa, que hidrolisa a esculina, ndo esporulada e mével. E um
enteropatdégeno que mede 0,5 x 1,5 um, é aerdbio e anaerdbio facultativo, que
possui diversos mecanismos adaptativos para sobreviver e desenvolver-se em
condicbes ambientais adversas ou extremas como, por exemplo, a
termorresisténcia, osmotolerancia, tolerancia a pH acido e resisténcia a
antimicrobianos e desinfetantes (JAY, 2005; LARRAIN & CARVAJAL, 2008;
ALEJANDRA et al., 2013).

Esta bactéria € capaz de sobreviver no interior das células inclusive em
células fagociticas do sistema mondcito-macrofago, conseguindo invadir e replicar-
se nos fagocitos e células epiteliais. Pode suportar dessecacéao e ciclos repetitivos
de congelamento e descongelamento, assim torna-se um perigo quando houver a
ingestdo de alimentos infectados por ela, estejam eles congelados, resfriados ou
prontos para consumo (WHO/FAQO, 2004; LARRAIN & CARVAJAL, 2008; TORTORA
et al., 2012; FORSYTHE, 2013).
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As bactérias pertencentes a espécie L. monocytogenes sao diferenciadas
através de sorotipificagdo conforme a diversidade a que pertence: antigeno somatico
e flagelar. Ha descritos na literatura 13 sorotipos sendo eles: 1/2a, 1/2b, 1/2c, 3a, 3b,
3c, 4a, 4ab, 4b, 4c, 4d, 4e, 7. Destes, somente trés (1/2a, 1/2b, 4b) séao
responsaveis por mais de 98% dos casos de listeriose em humanos (MENDONCA,
2008; ALEJANDRA et al., 2013; FORSYTHE, 2013).

Estudos desenvolvidos no final da década de 1980 nas areas de biologia
celular, molecular e gendmica elucidaram o mecanismo utilizado pela L.
monocytogenes para invadir o hospedeiro, multiplicar e espalhar-se de célula para
célula. Ainda, identificaram e caracterizaram os fatores de viruléncia envolvidos no
ciclo intracelular e outros mecanismos reguladores que modulam a viruléncia,
ficando estabelecido que a mesma pode servir como um modelo para estudo das
interagdes patdogeno-hospedeiro (ALEJANDRA et al., 2013).

A transmissdo de L. monocytogenes ocorre principalmente através de
alimentos contaminados, provocando um estado patolégico muito grave conhecido
como listeriose a qual acomete com maior agressividade individuos
imunocomprometidos, recém-nascidos, gestantes e idosos (JAY, 2005;
WERBROUCK et al., 2006; LARRAIN & CARVAJAL, 2008; TORTORA et al., 2012;
ALEJANDRA et al., 2013; FORSYTHE, 2013).

2.2.2.1 Patogenia da infec¢ao pela L. monocytogenes

O mecanismo envolvido na patogenia da infecgdo de L. monocytogenes é
pouco conhecido sendo que os dados obtidos em estudos s&o advindos de
experimentos em animais. Os alimentos sdo a principal via de aquisicdo deste
patégeno sendo o trato gastrintestinal a primeira entrada da L. monocytogenes (JAY,
2005; ALEJANDRA et al., 2013; FORSYTHE, 2013). Uma das principais
caracteristicas € sua capacidade de atravessar as principais barreiras fisiolégicas
dos seres humanos, sendo elas: a barreira intestinal, hematoencefalica e placentaria
(WERBROUCK et al., 2006).
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No momento que estas bactérias atravessam a barreira intestinal sao
absorvidas a partir do lumen intestinal pelas células epiteliais e, caso o sistema
imunoldgico ndo controle a infecgdo, elas continuardo a multiplicar-se podendo a
infeccdo se disseminar pela corrente sanguinea e ganglios linfaticos. Entrando na
corrente sanguinea, grande parte das bactérias atinge o bago e figado podendo
replicar-se dentro de macrofagos ou células epiteliais (JAY, 2005; WERBROUCK et
al., 2006; ALEJANDRA et al., 2013).

Em individuos com resposta imune inata incapaz de controlar a replicacéo
destas bactérias, as mesmas continuardo sua replicacdo, sendo que o hospedeiro
sobrevivera somente se houver uma resposta imune adaptativa eficaz. Caso
contrario, entrardo na corrente sanguinea, alcangarao o cérebro e placenta levando
a infecgdes sistémicas potencialmente letais. Devido a capacidade da L.
monocytogenes em replicar-se no citoplasma das células infectadas e disseminar-se

via célula-célula, consegue inibir a resposta imune (ALEJANDRA et al., 2013).

Os fatores de viruléncia envolvidos na infeccdo de L. monocytogenes sao:
adesdo e invasdo da célula hospedeira, vazamento do vacuolo, multiplicacéo
intracelular e extracelular e disseminagcéo e proliferagédo celular (RAMOS, 2009;
ALEJANDRA et al., 2013; FORSYTHE, 2013). Diversos genes ja foram identificados
como atuantes nas diferentes etapas do processo de infecgdo deste patégeno os

quais estdao demonstrados no Quadro 2.
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Quadro 2 - Fatores de viruléncia envolvidos na infecgao por L. monocytogenes

Gene Produto do Gene Funcao

Hly Listeriolisina O (LLO) Lise do fagossoma

PIcA Fosfatidilinositol fosfolipase C (PI-PLC) Lise do fagossoma

PlcB Fosfatidilcolina fosfolipase C (PC-PLC) Lise do fagossoma

Mpl Precursor zinco metaloprotease Processa o precursor PC-PLC a sua forma ativa

PrfA Fator regulador positivo A Requerida para a expressdo dos fatores de
viruléncia de Listeria monocytogenes

ActA Proteina indutora de adesao a actina Participa na mobilidade intracelular

Hpt Proteina transportadora de hexose fosfato Requerido para crescimento intracelular

InlA Internalina A Participa na invasao celular

InIB Internalina B Molécula sinalizadora e participa da invasao
celular

IniC Internalina C Proteina secretada contribui para viruléncia de
Listeria

InlJ Internalina J Adesdo celular contribui para viruléncia de
Listeria

Fonte: Alejandra et al., 2013.

A listeriolisina (LLO) é a hemolisina da L. monocytogenes sendo uma proteina
com 527 aminoécidos e codificada pelo gene hly. E classificada como uma citolisina
pertencente a familia das toxinas formadoras de poros colesterol dependentes
(CDTX), ativa em pH baixos (4,5 — 6,5), a qual determina a capacidade hemolitica da
bactéria (FRANCO & LANDGRAF, 1996; CRUZ et al., 2008; ALEJANDRA et al.,
2013; MORENO, 2013).

Ha uma forte correlacdo entre a capacidade hemolitica destas bactérias e a
sua patogenecidade, assim a listeriolisina O é considerada um dos principais
determinantes da infeccao pela L. monocytogenes. Sua principal funcéo é mediar a
lise dos vacuolos primarios e secundarios que contém o patdogeno por meio da
formacdao de poros ou lesdes nas membranas compostas por colesterol, para
promover sua liberagdo permitindo que se multipliquem no citoplasma das células do
hospedeiro (ALEJANDRA et al., 2013; MORENO, 2013).

A atividade hemolitica da L. monocytogenes, a qual produz hemdlise
evidente, é determinada através do cultivo de cepas da bactéria em agar sangue

cuja promove a B-hemdlise que ¢é visualizada pela formagéo de halo mais claro ao
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redor das colénias (COLLINS & LYNE, 1989; JAY, 2005; CRUZ et al., 2008;
FORSYTHE, 2013; MORENO, 2013).

2.2.2.2 Manifestagoes clinicas da contaminagao por L. monocytogenes

A listeriose € uma doenca causada pela L. monocytogenes que afeta
principalmente neonatos, gestantes, idosos e individuos imunodeprimidos, podendo
acometer também portadores de diabetes mellitus, de doengas cardiovasculares e
renais. Os individuos saudaveis possuem anticorpos contra este patégeno uma vez
que o mesmo encontra-se naturalmente no trato intestinal (BARANCELLI et al.,
2011; ALEJANDRA et al., 2013; FORSYTHE, 2013).

A dose infectiva depende do numero de microrganismos ingeridos bem como
da susceptibilidade do hospedeiro (MCLAUCHIN et al., 2004). Conforme Jemmi e
Stephan (2006) a quantidade de microrganismos ingerida necessaria para ocorrer
infeccdo é de 102 - 10° unidades formadoras de colénia (UFC) dependendo do
estado imunoldgico do individuo. Segundo a Comissédo do Codex para Higiene dos
Alimentos (1999) a concentragao de L. monocytogenes que pode estar presente em
cada grama de alimento consumido nao deve exceder a 100 células, representando

assim baixo risco ao consumidor.

Apés a contaminacgao o periodo de incubacao e o aparecimento dos sintomas
€ longo, podendo variar de 10 - 70 dias, o que leva a dificuldade de identificacdo da
origem da contaminacdo. O quadro clinico é especifico para cada grupo de risco
onde, nos imunodeprimidos, a infecgdo acomete principalmente o sistema nervoso
central, podendo provocar endocardite e infecgbes nas articulagdes, figado e
pulmdes. Em gestantes, a infecgao provoca sintomatologia caracteristica de estado
gripal sendo que no primeiro trimestre de gestacao leva ao aborto, podendo diminuir
os movimentos fetais e provocar parto prematuro. Outra forma de infecgao por este
patbgeno é a n&o invasiva a qual é limitada ao intestino que pode levar a
gastroenterite febril (JAY, 2005; ANDRADE, 2008; BARANCELLI et al., 2011;
FORSYTHE, 2013).
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A presenca de L. monocytogenes foi detectada num estudo realizado por
Schwab e Edelweiss (2003) em 50 (33,78%) placentas humanas advindas de aborto
das 148 analisadas, mostrando que este patdogeno é contaminante de mulheres

gravidas em grande numero, mas que nao é diagnosticado (CEZAR et al., 2013).

Nos neonatos a infecgdo pode ocorrer de duas formas clinicas: a precoce e a
tardia. A precoce ocorre ainda durante a vida intra-uterina e a sintomatologia clinica
surge com 36 horas apods o parto, chamada de granulomatose infantisséptica. A
forma tardia acontece 14 dias apdés o parto, onde a meningite € a principal
manifestacdo, sendo que a fonte desta infeccdo ndo esta estabelecida, porém
acredita-se que ocorre durante o parto pelo canal da cérvice (JAY, 2005;
MENDONCA, 2008).

Mesmo a incidéncia de listeriose sendo baixa quando comparada a infec¢des
causadas por outros patégenos como Salmonella spp. e Shigella spp. ela apresenta
um grande risco a saude publica pois causa sequelas severas e alto indice de
mortalidade (entre 20 — 30%). Atualmente, estima-se que nos paises desenvolvidos
0 numero de casos desta doenca € de 2 — 15 casos por milhdo de individuos
(MANTILLA et al., 2007; MENDONCA, 2008; ALEJANDRA et al., 2013; FORSYTHE,
2013).

Conforme dados do Departamento de Informatica do SUS (DATASUS)
(2009), no Brasil entre os anos de 1995 — 2007 foram diagnosticados 193 casos de
listeriose, uma média de 14,8 casos anualmente. Diversos estudos realizados no
Brasil comprovaram a presenca de L. monocytogenes em leites, queijos e produtos
carneos, entretanto a contaminacdo nao esta restrita somente a estes alimentos
(PERES et al., 2010).
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2.3 Espécies vegetais estudadas

2.3.1 Familia Myrtaceae

A familia Myrtaceae € uma das mais importantes do Brasil sendo muitas
vezes a familia arbérea dominante na mata Atlantica (LANDRUM & KAWASAKI,
1997). E dividida em duas subfamilias, Myrtoideae (frutos carnudos) e
Leptospermoideae. Possui cerca de 140 géneros e 5.800 espécies desenvolvendo-
se em diversos locais como Australia, sudeste da Asia e América do Sul (WILSON et
al., 2001; WILSON et al., 2005; GOVAERTS et al., 2008; BIFFIN et al., 2010).

As principais caracteristicas desta familia sdo: presenca de folhas simples,
opostas e de bordos inteiros; flores brancas, bissexuadas, pequenas, tetrameras ou
pentameras, auxiliares ou em racemos ou paniculas; ramos inertes; casca lisa sendo

normalmente clara; frutos, bagas ou drupas (SOBRAL et al., 2006).

Fazem parte da subfamilia Myrtoideae diversas plantas economicamente
importantes na area alimenticia, agricola e ornamental como, por exemplo,
especiarias como o cravo (Syzygium aromaticum), os frutos de Psidium (goiabas),
Eugenia, Plinia, Syzygium, Myrciaria e Luma e a pimenta da Jamaica (Pimenta
dioica) (REYNERTSON et al., 2005).

Plantas da familia Myrtaceae apresentam elevada concentracao de terpenos
sendo que ha variagao qualitativa e quantitativa consideravel de terpenos foliares em
populacdo e individuos, sendo esta variagdo importante ecologicamente e
industrialmente (KESZEI et al., 2010).

Em estudo de Cruz & Kaplan (2004), no qual foi realizado um levantamento
do uso medicinal das familias Myrtaceae e Melastomataceae no Brasil, as plantas da
familia Myrtaceae foram as mais utilizadas para fins medicinais (71,4%). Tais plantas
sdo administradas para o alivio de disturbios gastrintestinais, doencas infecciosas e
hemorragicas, sendo que as partes mais utilizadas sdo cascas, folhas e frutos

(normalmente consumidos).
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2.3.2 Eugenia anomala D. Legrand

A subtribo Eugeninae é composta por aproximadamente 1.050 espécies e
engloba os géneros Eugenia e Myrcianthes as quais caracterizam-se por apresentar
embrido eugenidide, com cotilédones espessos, separados e plano-convexos e o
hipocétilo € uma curta protrusdo ou possui os cotilédones fusionados parcial ou
completamente. As inflorescéncias s&o dispostas em ramos bracteados
normalmente com mais de sete évulos e embrides sodlidos, ainda apresenta calice
tetramero. Ocorre desde o México e Caribe até o norte da Argentina sendo que no
Brasil ha cerca de 350 espécies (LANDRUM & KAWAZAKI, 1997; LUCAS et al.,
2007).

A espécie Eugenia anomala D. Legrand é conhecida popularmente como
“uvaia-do-campo” sendo uma planta nativa do Rio Grande do Sul. Esta distribuida
principalmente nos campos rupestres e arenosos da Campanha e da Encosta
Inferior do Nordeste. Trata-se de um subarbusto com folhas inteiras e altura
aproximada de 20 cm, conforme mostra a Figura 1 (SOBRAL et al., 2006; GIEHL,
2012).

Figura 1 - Folhas e frutos da espécie E. anomala

Fonte: Do autor.
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2.3.3 Psidium salutare var. sericeum (Cambess.) Landrum

Ao género Psidium pertencem os aragas (nativos) e as goiabeiras (exoticas)
0s quais estdo amplamente distribuidos pelo Brasil e outros paises da América do
Sul. Seus frutos séo atrativos e apresentam elevado teor de vitamina C. Além disso,
algumas espécies pertencentes a este género estdo despertando o interesse de
industrias farmacéuticas devido ao potencial antioxidante, a presencga de vitaminas e
Oleo essencial que as constituem. Fazem parte deste género cerca de 100 espécies,
das quais P. guajava (goiabeira) € a mais importante (FRANZON et al., 2009).
Ocorrem no Sul do México até a Provincia de Buenos Aires (Argentina), Oeste das
indias (llhas do Caribe) e dois arquipélagos no Pacifico, as ilhas de Revillagigedo e
Galapagos (LANDRUM & KAWAZAKI, 1997; FRANZON et al., 2009).

A espécie Psidium salutare var. sericeum (Cambess.) Landrum é conhecida
popularmente por “araga-do-campo” e € uma planta nativa do Rio Grande do Sul.
Ocorre principalmente nos Campos de Cima da Serra, campos rupestres da
Campanha, Planalto, Serra do Sudeste e Depressao Central. Trata-se de um
subarbusto, com folhas simples e opostas e com densa pilosidade (GIEHL, 2012)

conforme ilustrado na Figura 2.

Figura 2 - Folhas e frutos da espécie P. salutare

Fonte: Do autor.
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2.4 Ensaios realizados com as espécies E. anomala e P. salutare

2.4.1 Atividade antioxidante

Antioxidantes sao substancias que apresentam a fungdo de impedir que
radicais livres causem danos as células e tecidos. Na industria alimenticia, o
interesse em empregar agentes antioxidantes naturais vem sendo uma tendéncia,
sendo que os principais antioxidantes naturais empregados sdo os acidos fendlicos,
tocoferdis e extratos de plantas como salvia e alecrim. Os principais antioxidantes
encontrados naturalmente em alimentos s3o os carotenoides, tocoferdis, acido
ascorbico e seus derivados e compostos fendlicos (taninos, flavonoides e acidos
fendlicos) (BELITZ & GROSCH, 1997; VELIOGLU et al., 1998; AMAROWICZ et al.,
2004; RAMALHO & JORGE, 2006).

Diversos métodos podem ser empregados para a determinagédo da atividade
antioxidante de extratos vegetais ou substancias isoladas como o de sequestro do
radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH), de co-oxidagdo do [(-caroteno/acido
linoleico, de sequestro do perdéxido de hidrogénio, de sequestro do radical peroxil
(método ORAC), de sequestro do radical superodxido - xantina oxidase, de sequestro
do acido hipocloroso (ALVES et al., 2010). Um dos métodos mais utilizados baseia-
se na avaliacdo da atividade sequestradora do radical livre 2,2- difenil-1-picril-
hidrazila (DPPH) de coloragao purpura que absorve a 515 nm (BRAND-WILLIANS et
al., 1995).

O DPPH é um radical livre estabilizado pela ressonancia do elétron
desemparelhado que evita sua dimerizagao e inativacdo como radical livre. Quando
na forma reduzida ele apresenta coloracao diferente da oxidada, conforme ilustrado
na Figura 3 permitindo a deteccdo dos processos de oxirredugdo de substancias

potencialmente antioxidantes (YADAV et al., 2011).

Quando houver a agao de um antioxidante, o DPPH é reduzido formando

difenil-picril-hidrazina o qual apresenta coloragdo amarela levando ao
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desaparecimento da absorcdo, a qual pode ser monitorada pelo decréscimo da
absorbancia. Assim, a partir dos resultados obtidos é determinada a porcentagem de
atividade antioxidante (%AA) que corresponde a quantidade de DPPH reduzida pelo
agente antioxidante. A quantidade de antioxidante necessaria para diminuir a
concentracdo inicial de DPPH em 50% denomina-se concentracao eficiente (CES50)
ou concentragao inibitéria (CI50), assim, quanto maior o consumo de DPPH por uma
amostra menor sera a CE50 e maior a atividade antioxidante (BRAND-WILLIANS et
al., 1995).

Figura 3 - Reagao do radical livre DPPH frente a um agente antioxidante

OoN O,N
N—N: NO, + AOx-H —> N—N- NO, + AOX
O 02N @ O,N
Forma radicalar Forma reduzida
Purpura Amarelo

Fonte: Do autor.

Os compostos antioxidantes, taninos e flavonoides, apresentam atividade
antimicrobiana, cujo provavel mecanismo de acado se da devido a capacidade de
inativacdo das enzimas e complexagdo com proteinas extracelulares, proteinas
soluveis e com a parede das células das bactérias, sendo que a ruptura total das
membranas bacterianas pode ser dada pela presenca de flavonoides. Assim, pode-
se sugerir que a presenga destes compostos em extratos vegetais ou suas fragdes

pode apresentar atividade antimicrobiana (FALCAO et al., 2006).

Os taninos apresentam acao inibitéria do crescimento de microrganismos,
entretanto ndo ha um mecanismo de acado bem definido (BEELEN et al., 2006). Um
dos mecanismos propostos € a capacidade dos taninos soluveis em promover
ligacdo com os componentes da parede celular das bactérias formando complexos
indigestiveis ou inacessiveis as enzimas bacterianas, reduzindo a atividade

enzimatica com a inativagdo de importantes enzimas bacterianas ou modificando
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microbiotas por meio da sua agao bacteriostatica ou bactericida (NELSON et al.,
1997).

Conforme estudos realizados por Bae e colaboradores (1993) e Jones e
colaboradores (1994), os taninos agem sobre as bactérias provocando modificagbes
morfolégicas como a elongagao das células, a formag&o de microcolénias aderentes

e a presenca de grande quantidade de material extracelular.

Os extratos vegetais e 6leos essenciais vém sendo estudados e aplicados na
substituicdo de agentes antioxidantes sintéticos devido a sua capacidade de
estabilizar a oxidagdo dos produtos alimenticios podendo aumentar a vida util dos
mesmos, e ainda inibir microrganismos patogénicos envolvidos nas doencgas
transmitidas por alimentos sendo uma alternativa eficaz no controle de
microrganismos resistentes a antimicrobianos por meio da inibicdo do mesmo ou na
interacao sinérgica com antimicrobianos sintéticos (MOURA et al., 2013; RIBEIRO et
al., 2013).

2.4.2 Atividade antimicrobiana

A avaliagcdo da atividade antimicrobiana em extratos vegetais € realizada
através da determinacdo da menor quantidade da substancia em estudo necessaria
para inibir o crescimento do microrganismo sendo analisado. Além disso, pode ser
empregado para a realizagéo do primeiro screening na busca de novos agentes com
atividades farmacolégicas, sendo de grande relevancia no Brasil, uma vez que
possui enorme biodiversidade. Os métodos mais conhecidos para a avaliagado da
atividade antimicrobiana sdo: método de macrodiluicado, método de microdiluicdo e
método de difusdo em agar (OSTROSKY et al., 2008).

O método de microdiluicdo € empregado para determinar a concentragao
inibitéria minima (CIM), nele utiliza-se pequenos volumes de caldo que sao
adicionados a placas de plastico estéreis, especificas para microdiluicdo as quais
contém pocos de fundo redondo ou conico (NCCLS, 2006).
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Este método €& empregado para realizar um screening da atividade
antimicrobiana de Oleos essenciais, plantas ou substancias puras. A turvacao é
indicativa da densidade bacteriana, assim, quando ndo ha crescimento microbiano o
meio permanece claro, caso contrario, o meio fica turvo. Portanto, o grau de inibigao
esta relacionado com a turbidez do meio. Pode ser utilizado para avaliar a atividade
antimicrobiana de amostras soluveis, insoluveis e Oleos essenciais, além disso, &
simples e rapido (RIOS et al., 1988).

A concentragdo inibitéria minima €& a menor concentracdo de agente
antimicrobiano capaz de inibir completamente o crescimento do microrganismo em
estudo, conforme observado a olho nu ou por aparelhos que facilitem a leitura dos
testes. Realizada a microdiluicdo o crescimento nos pogos contendo o agente
antimicrobiano deve ser comparado com o crescimento nos pocos do controle de
crescimento (isento da adigdo de antimicrobiano), sendo que para haver validade no
teste € necessario ocorrer crescimento no pogo do controle positivo (contém indculo)
€ empregar-se uma comparagao com um padrao antimicrobiano ja conhecido (RIOS
et al., 1988; NCCLS, 2006).

O cloranfenicol geralmente é empregado como padrdo antimicrobiano. E um
antibidtico produzido pelo Streptomyces venezuelae que foi isolado pela primeira vez
em 1947 na Venezuela em amostra de solo e é classificado como anfenicol. Esta
representada na Figura 4 sua estrutura quimica (BRASIL, 2010; BRUNTON et al.,
2012).

Possui acado bacteriostatica de amplo espectro de acdo sendo eficaz contra
bactérias Gram-positivas, Gram-negativas, clamidias, riquétsias e micoplasmas. Age
inibindo a sintese proteica bacteriana e em menor grau em células eucaridticas.
Liga-se de forma reversivel a subunidade ribossémica 50S, impedindo a interagao
entre a peptidiltransferase e o substrato do aminoacido bloqueando a ligagdo ao
peptideo. Ele inibe também a sintese proteica nas mitocdndrias de mamiferos
(BRUNTON et al., 2012).
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Figura 4 - Estrutura quimica do Cloranfenicol
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Os extratos vegetais apresentam coloragéo caracteristica que pode dificultar a

Fonte: Do autor.

visualizagédo da turvagcado nos pogos, assim emprega-se um revelador que modificara
a coloracdo dos mesmos de acordo com sua acgdo. O trifeniltetrazélio (TTC) € um
dos reveladores que pode ser empregado para auxiliar na leitura dos resultados nas
placas. Trata-se de um indicador de oxirreducdo que pode ser utilizado na
diferenciagao de tecidos metabolicamente ativos dos nao ativos e ainda para avaliar
a viabilidade celular. Em tecidos vivos, devido a presengca de diversas
desidrogenases (enzimas envolvidas na oxidagdo dos compostos organicos e
consequentemente no metabolismo celular) ocorre a redugao enzimatica do 2,3,5—
trifeniltetrazodlio (incolor) em 1,3,5—trifenilformazana (coloragédo avermelhada), assim

é possivel identificar se ha microrganismo viavel (GABRIELSON et al., 2002).

2.4.3 Citotoxicidade in vitro

A realizacdo da avalicdo citotoxica € muito importante na pesquisa de
substancias com atividade antimicrobiana apresentando menor toxicidade e maior
seletividade. Para realiza-la, antes de proceder aos ensaios in vivo, faz-se analises
em células eucaridticas (in vitro) e a partir disso, calcula-se o IC90 que é o indice
que determina 90% de viabilidade celular, visualizado pela mudanca de coloragao do
reagente empregado, alamar blue. A partir do IC90, calcula-se o IC50 que
representa a concentragdo onde ocorre 50% de morte celular (PIETRO et al., 2000;
ROLON et al., 2006).

O Alamar Blue, identificado como resazurina trata-se de um indicador

colorimétrico com potencial redox, o qual em presenca de células em proliferagcao



37

reduz-se. Quando apresenta-se na sua forma oxidada sua coloragdo é azul (ndo
fluorescente/célula ndo é viavel) e quando na forma reduzida sua coloragao é rosea
(célula viavel/fluorescente) assim, sua reducado indica proliferagdo celular que é
indicio de que as células estdo consumindo oxigénio para seu metabolismo
(COLLINS & FRANZBLAU, 1997; O'BRIEN et al., 2000; ROLON et al., 2006).

Trata-se de um teste eficiente, simples, sensivel, rapido, seguro, néo toéxico
para as ceélulas e nédo necessita provocar morte celular para a obtencdo dos
resultados. Pode ser utilizado para avaliagdo da citotoxicidade, determinacdo da
funcdo mitocondrial e proliferagdo e viabilidade celular (O'BRIEN et al., 2000;
PIETRO et al., 2000; BENERE et al., 2007).

Desta forma, devido aos sérios prejuizos a saude que a contaminagao por E.
coli e L. monocytogenes provoca em humanos quando ingeridos alimentos
contaminados por estes patdégenos, aos danos financeiros causados nas industrias
alimenticias e ao aumento da preocupagdao mundial com a resisténcia microbiana
aos antimicrobianos disponiveis no mercado, a busca por alternativas que
minimizem a ocorréncia da contaminagdo dos alimentos por microrganismos é de
grande relevancia e neste contexto o capitulo a seguir apresenta a metodologia
desenvolvida no presente estudo a cerca das espécies vegetais E. anomala e P.

salutare.



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Material vegetal

3.1.1 Coleta e identificagao

A coleta do material vegetal foi realizada no municipio de Alegrete/RS no més
de novembro de 2013. Posteriormente, foi identificado pela bidloga Prof. Dra. Elisete
Maria de Freitas e o material voucher estd armazenado no Museu de Ciéncias
Naturais da Univates (MCN), identificados pelos seguintes numeros de exsicata:
Eugenia anomala (HVAT 4083) e Psidium salutare (HVAT 4051).

3.1.2 Obtencgao dos extratos

Para a obtencido dos extratos vegetais primeiramente procedeu-se a selegao
e limpeza das folhas de E. anomala e P. salutare, logo apos a coleta. Em seguida,
submeteu-se o material vegetal a secagem em estufa a uma temperatura de
40°C £ 1°C até que apresentaram-se quebradicas com no maximo 10% de

umidade.

Concluida a secagem das folhas, reduziu-se a pequenos fragmentos através
da trituracdo em triturador, para aumentar a superficie de contato entre o material
vegetal e os solventes extratores utilizados. Apds, foram produzidos os extratos
vegetais pelo método de maceragao, empregando-se quatro diferentes solventes
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com graus de polaridade distintos, sendo eles: hexano, cloroférmio, acetato de etila

e etanol. A proporgao utilizada de vegetal:solvente foi de 1:10 (p/v).

Em frasco ambar, adicionou-se o primeiro solvente, o hexano, o qual foi
adicionado ao vegetal seco e triturado e deixado em contato durante trés dias, sendo
que ao decorrer deste tempo foram realizadas agitagdes peridédicas. Passado o
tempo de extracdo, o extrato foi filtrado a vacuo sendo que a parte liquida foi
rotaevaporada em banho termostatizado a 40 °C para a remog¢ao do solvente e o
vegetal novamente submetido a maceracdo com outro solvente, o cloroféormio e
assim sucessivamente com acetato de etila e etanol. Apés a rotaevaporagao, os
extratos foram armazenados em refrigerador a uma temperatura entre 2 °C - 8 °C

até o momento das analises (SIMOES et al., 2004).

Assim, foram produzidos quatro extratos vegetais para cada planta: extrato

hexanico, extrato cloroférmico, extrato de acetato de etila e extrato etandlico.

3.1.3 Determinacao do rendimento dos extratos

Apos a producao dos extratos vegetais, procedeu-se o calculo do rendimento

em % de cada um deles.

3.1.4 Screening dos extratos

A fim de avaliar qualitativamente os extratos quanto aos possiveis
constituintes fitoquimicos que apresentam acao antioxidante e otimizar as analises
para a avaliacao da atividade antioxidante dos mesmos, procedeu-se o ensaio de
autobiografia por cromatografia em camada delgada (CCD) conforme metodologia
adaptada de Wagner & Bladt 1996.

Para tanto, preparou-se uma solugao de trabalho de 10 mg/mL de cada um
dos extratos empregando-se solventes adequados para solubilizagao e a partir desta

quatro solugdes nas seguintes concentragdes: 8 mg/mL; 6 mg/mL; 4 mg/mL e 2
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mg/mL. Preparou-se ainda uma solugédo tida como padrdo antioxidante de acido

ascorbico 10 mg/mL e uma solugéo reveladora de DPPH 0,004 %.

Em placas cromatograficas de silica gel aplicou-se 10 yL de cada um dos
extratos nas concentragbes acima descritas e em seguida borrifou-se a solugéo
reveladora de DPPH 0,004%. Apds a secagem em temperatura ambiente, avaliou-se

os resultados conforme Figuras 8 e 9.

Além disso, realizou-se a analise qualitativa da presenca de constituintes nos
extratos preparados através de cromatografia em camada delgada onde aplicou-se
10 uL dos extratos na concentragcdo da solugao de trabalho (10 mg/mL) e otimizou-
se o melhor sistema de eluicdo. Para tanto foram empregados os seguintes
solventes:  cloroféormio  (placa 1), metanol/cloroféormio 1:9 (placa 2),
metanol/cloroférmio 2:8 (placa 3) e metanol/cloroférmio 5:5 (placa 4). Apos a eluicao,
borrifou-se solugdo reveladora de DPPH 0,004% nas placas cromatograficas. Os

resultados estao representados na Figura 10.

3.2 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi determinada através da avaliacdo da redugao do
radical DPPH por espectrofotometria conforme a metodologia adaptada

desenvolvida por Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995).

Como padrao antioxidante utilizou-se o acido ascoérbico. Trata-se de um
agente antioxidante utilizado comumente para preservar a cor natural e o sabor de
muitos alimentos, é classificado como um antioxidante removedor de oxigénio, pois
age capturando o oxigénio presente no meio por meio de reag¢des quimicas estaveis
e pode atuar também como sinergista na regeneracao de antioxidantes primarios
(BELITZ & GROSCH, 1997; RAMALHO & JORGE, 2006).

Primeiramente, no dia da analise, foi preparada uma solugao metandlica de
DPPH 0,004%. Para tanto, dissolveu-se 0,004 g de DPPH em quantidade suficiente
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(gs) de metanol, transferiu-se a solugdo para um baldo volumétrico ambar de 100

mL e completou-se o volume também com metanol e homogeneizou-se a solucéo.

Em seguida, foi realizada a curva padrao de acido ascérbico (padrao controle
positivo) onde, partindo-se de uma solu¢do de acido ascérbico de 1,0 mg/mL foram
preparadas concentragbes de 50, 25, 12,5, 6,25, 3,125 ug/mL em metanol. As
analises foram feitas em triplicata. Para a leitura das absorbancias das amostras,
incubou-se a temperatura ambiente (25 °C £ 1 °C) 2,0 mL da solugdo de DPPH
0,004% e 1,0 mL das solugdes de acido ascérbico, durante 30 minutos, conforme
ilustrado na Figura 5. O tempo para preparar cada solugdo foi cronometrado (40
segundos) entre cada uma delas para evitar leituras muito heterogéneas. Decorrido
o tempo de incubacgao, foi procedida a leitura das amostras em espectrofotdmetro

UV-visivel a um comprimento de onda de 517 nm.

Figura 5 — Concentragcbes empregadas para a avaliagao da atividade antioxidante

Solucdo de acido ascorbico
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Ainda, foi preparado um branco da amostra e um controle negativo. O branco
da amostra foi preparado incubando-se por 30 minutos, 2,0 mL de metanol e 1,0 mL
das solugbes contendo a amostra (extratos), em seguida foi realizada a leitura das
absorbancias em espectrofotometro UV-visivel a um comprimento de onda de 517
nm, sendo que o equipamento foi zerado com metanol. O controle negativo foi feito
incubando-se durante 30 minutos, 2,0 mL da solucédo de DPPH 0,004% e 1,0 mL de
metanol. Em seguida foi realizada a leitura em espectrofotdbmetro UV-visivel a um

comprimento de onda de 517 nm.

A leitura das absorbéncias das amostras (extratos) foi procedida da seguinte
maneira: partindo-se de uma solugdo estoque dos extratos de 1,0 mg/mL foram
preparadas solugdes nas concentragdes de 50, 25, 12,5, 6,25 e 3,125 pg/mL em
metanol. Em ambiente escuro, foi transferida uma aliquota de 1,0 mL de cada
concentracdo dos extratos para tubos falcon com 2,0 mL da solucdo de DPPH
0,004% e homogeneizados por 1 minuto em agitador de tubos. Apds, as amostras
foram incubadas por 30 minutos e as absorbancias lidas em espectrofotdbmetro UV-

visivel a um comprimento de onda de 517 nm.
Realizadas as leituras das absorbancias das amostras, do branco e do
controle, foi procedido o calculo da absorcdo maxima do radical livre DPPH,

conforme apresentado abaixo e ainda para cada extrato foi calculado o IC50:

% AA =100 — (Absorbancia da amostra — absorbancia do branco) * 100

Absorbancia do controle

3.3 Atividade antimicrobiana

A avaliagdo da atividade antimicrobiana dos extratos frente a E. coli e L.
monocytogenes foi realizada pelo método de diluicdo em caldo (microdiluigao)
conforme metodologia adaptada das normas do Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) (NCCLS, 2006).



43

3.3.1 Culturas microbianas

Para a determinacdo da atividade antimicrobiana foram empregadas
linhagens padrdo Americam Type Culture Collection (ATCC) de E. coli (ATCC
25922) e de L. monocytogenes (ATCC 7644) sendo que os codigos do Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS) sdo 00033 e 00266,
respectivamente. Os microrganismos foram cedidos pelo Laboratério de
Microrganismos de Referéncia da Fundagcdo Oswaldo Cruz - FIOCRUZ e

encontravam-se na forma liofilizada em ampolas.

3.3.2 Diluicao dos extratos

Os extratos vegetais obtidos de E. anomala e P. salutare foram diluidos para
proceder a analise da atividade antimicrobiana. Para tanto foi pesado 0,2 g de cada
um deles e transferidos para baldes volumétricos de 10 mL. Em seguida, em capela
de fluxo laminar foram adicionados 8,0 mL de agua deionizada estéril e 0,5 mL de
dimetilsulfoxido (DMSO). Cada extrato foi homogeneizado em banho ultrassénico
até completa solubilizacdo e apds, o volume do baldo volumétrico foi aferido com
agua deionizada estéril. Assim, foi obtida uma solu¢ao de trabalho de 20.000 ug/mL
com DMSO a 0,5%.

3.3.3 Padrao antimicrobiano

Como padréo antimicrobiano foi empregado o cloranfenicol 0,2 ug/uL obtido
através da diluicdo de 250 L de colirio oftalmico contendo cloranfenicol 4 mg/mL
em baldo volumétrico de 5 mL e aferido o volume com agua deionizada estéril e

homogeneizou-se.
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3.3.4 Controle do diluente

O diluente empregado para melhor solubilizagdo dos extratos foi o
dimetilsulféxido. Para avaliar alguma possivel contaminagdo, preparou-se sob
condigbes assépticas, uma solugdo controle do diluente, onde em baldo volumétrico
de 10 mL adicionou-se 0,5 mL de DMSO e aferiu-se o volume com agua deionizada

estéril e homogeneizou-se.

3.3.5 Ressuspensao dos microrganismos

As linhagens bacterianas liofilizadas de E. coli e L. monocytogenes, contidas
em ampolas, foram reidratadas em condi¢cdes assépticas ressuspendendo-as em 0,3
a 0,5 mL do meio liquido recomendado Brain Heart Infusion (BHI). Apds a
ressuspensao dos microrganismos, dividiu-se o conteudo de cada ampola, onde
uma das partes foi armazenada em skin milk e mantida em ultra freezer a — 80 °C e
a outra foi semeada em placa contendo o meio adequado para cada microrganismo

para ser empregado na preparagao dos inéculos.

3.3.6 Preparo e padronizagao dos inéculos

Procedeu-se o preparo e padronizagdo dos inéculos de cada um dos
microrganismos, E. coli e L. monocytogenes, em momentos distintos e sob

condi¢cbes assépticas em capela de fluxo laminar, conforme descrito a seguir.

A partir da cepa ressuspensa de E. coli realizou-se o repique em placas de
Petry estéreis contendo meio de cultura Agar Mueller Hinton (Difco) e incubou-se em
estufa bacterioldgica a 37 °C + 1 °C durante 18 horas. A cepa ressuspensa de L.
monocytogenes foi repicada em placas de Petry estéreis contendo meio Oxford
suplementado (Difco) e incubadas em estufa bacteriolégica a 37 °C + 1 °C durante
24 horas.
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Transcorrido o tempo de incubagdo e crescimento dos microrganismos,
preparou-se sob condigbes assépticas os indculos dos microrganismos. Para tanto,
adicionou-se em tubo de ensaio contendo 5,0 mL de solugdo salina estéril 0,85%
uma algada do microrganismo e em seguida agitou-se em agitador de tubos durante

1 minuto.

Para a padronizacdo dos indculos preparados, foi realizada a leitura da
turbidez, equivalente a escala nefelométrica de McFarland em 0,5, em
espectrofotdbmetro UV-visivel em comprimento de onda de 625 nm. As absorbancias
lidas estiveram na faixa de 0,08 — 0,10 indicando assim a presenga de uma
populacéo de 1,5 x 10® UFC/mL (unidades formadoras de colénia por mililitro) de E.

coli e L. monocytogenes.

3.3.7 Concentragao inibitéria minima (CIM)

A concentragao inibitéria minima dos extratos foi avaliada a partir do método
de microdiluicdo onde foram empregados pequenos volumes de indculo adicionados
a placas de acrilico estéreis contendo 96 pogos dispostos em doze colunas (1 — 12)
e oito linhas (A — H).

Todas as analises foram realizadas em triplicata e em capela de fluxo laminar.
As placas de acrilico estéreis foram divididas de forma que a cada trés colunas foi
adicionada uma amostra diferente: extrato (6 colunas / 2 extratos diferentes), padrao

antimicrobiano (3 colunas) e diluente DMSO (3 colunas).

Primeiramente foi preparado o meio de cultura contendo o inéculo, onde
adicionou-se 200 uL dos inéculos (E. coli e L. monocytogenes) padronizados para
tubos de ensaio contendo 10 mL de caldo caseina de soja (TSA), sendo que em
alguns tubos de ensaio ndo foram adicionados os indculos para utilizagdo como

controle negativo.

ApOs, realizou-se a microdiluicdo nas placas onde nas linhas A até F, em

cada um dos 12 pogos (correspondente as colunas) foi adicionado 100 uL do meio
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contendo o inoculo. Nas linhas G e H, foram preparados os controles, sendo o

controle positivo (meio de cultura contendo indculo) e negativo (meio de cultura sem

o indculo), respectivamente.

Em seguida, na linha A, a cada trés colunas foi adicionado 100 pL das

amostras, conforme descrito a seguir: colunas 1 até 3 e colunas 4 até 6, dois

diferentes extratos; colunas 7 até 9, o padrao de antimicrobiano (cloranfenicol) e 10

até 12 o controle do diluente (DMSO), conforme ilustrado na Figura 6. Assim, todos

0s pocos da linha A continham 200 L.

Figura 6 — Placa para determinag¢ao da concentragao inibitéria minima dos extratos
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Controle negativo — meio de cultura sem indculo;
Controle positivo — meio de cultura contendo indculo.

Homogeneizou-se os pogos da linha A contendo as amostras conforme

descrito anteriormente e transferiu-se 100 pyL para os préximos pogos (linha B) e

assim sucessivamente até os pocgos da linha F, do qual foi retirado 100 uL que foi

transferido para uma segunda placa onde procedeu-se o preparo de outra placa
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conforme descrito anteriormente, sendo que nesta os 100 yL de amostra retirado da

linha F foi descartado. Assim, foram realizadas 12 diluicdes de cada amostra.

Ao término das diluigbes, as placas foram incubadas a 37 + 1 °C durante 18
horas para a analise da atividade antimicrobiana frente e E. coli € 24 horas para a L.
monocytogenes. Transcorrido o tempo de crescimento, foi verificado visualmente se
houve crescimento microbiano nas placas através da presenga de turvagdo a qual
indicou crescimento microbiano, enquanto que a visualizagdo de pogos limpidos

correspondeu ao nao crescimento microbiano.

As concentragdes obtidas para os extratos de E. anomala e P. salutare na
primeira placa foram: 1° poco: 10.000 pg/mL, 2° pogo: 5.000 ug/mL, 3° pogo: 2.500
pMg/mL, 4° pogo: 1.250 pg/mL, 5° pocgo: 625 pg/mL, 6° pogo: 312,5 ug/mL. Na
segunda placa as concentragdes obtidas foram: 1° pogo: 156,2 pg/mL, 2° pogo: 78
Mg/mL, 3° pogo: 39 ug/mL, 4° poco: 19,5 pg/mL, 5° pocgo: 9,8 ug/mL, 6° poco: 4,9
Mg/mL.

Para o padrdo antimicrobiano de cloranfenicol, as concentragdes finais
obtidas na primeira placa foram: 1° pog¢o: 100 pg/mL, 2° pogo: 50 ug/mL, 3° pogo: 25
pg/mL, 4° pocgo: 12,5 pg/mL, 5° pogo: 6,25 ug/mL, 6° poco: 3,125 ug/mL.

3.3.8 Confirmacgao da atividade inibitéria minima

Devido ao fato dos extratos apresentarem coloragdao caracteristica que
dificulta a visualizacdo da presengca ou auséncia de turvacdo, realizou-se a
confirmacao do crescimento microbiano nos pog¢os por meio da aplicagao de 16 pL
de solucédo aquosa estéril de cloreto de trifeniltetrazolio 0,5% em todos os pocos de

cada placa.

A formacao de coloracdo vermelha produzida apds a adigdo da solucédo de
TTC 0,5% indica que houve crescimento bacteriano, pois o cloreto de
trifeniltetrazolio forma um complexo vermelho com as enzimas de respiragao celular

dos organismos vivos. Portanto, os pogos que desenvolveram coloragdo vermelha
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apresentaram crescimento bacteriano indicando que a concentragao do extrato néo

€ eficaz para inibir o crescimento de E. coli e L. monocytogenes.

3.3.9 Determinagao da concentragao bactericida minima (CBM)

A determinacédo da concentragao bactericida minima dos extratos (CBM) foi
realizada através da semeadura em placas de Petry contendo meio Agar Mueller-
Hinton e meio Oxford suplementado para E. coli e L. monocytogenes,
respectivamente, de todos os pocos onde os extratos apresentaram-se limpidos
(sem formacgao de coloracdo vermelha). As placas foram incubadas em estufa
bacterioléogica a 37 = 1 °C durante 18 horas e 24 horas para E. coli e L.

monocytogenes, respectivamente.

Transcorrido o tempo de crescimento foi realizada a interpretacdo dos
resultados da seguinte maneira: nas placas onde houve crescimento do
microrganismo o extrato possui agao bacteriostatica e naquelas onde ndo houve

crescimento microbiano o extrato tem ag¢ao bactericida.

3.4 Avaliagao da citotoxicidade in vitro dos extratos

A avaliagao da citotoxicidade in vitro dos extratos de E. anomala e P. salutare
foi procedida conforme metodologia adaptada desenvolvida por Springer, Azbill e
Carlson (1998).

3.4.1 Cultura da linhagem celular

A linhagem celular empregada para avaliagdo da citotoxicidade foi de células
epiteliais de Ovario de Hamster Chinés (CHO) devido a facilidade de cultivo. Estas
células foram cultivadas em frasco para cultura de células contendo meio Eagle

modificado por Dulbecco (DMEM) + HAM F-10, acrescido de estreptomicina e
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penicilina e suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF) a 37 °C em

incubadora com atmosfera de 5% de CO.,.

Como padrao utilizou-se a doxorrubicina que trata-se de um quimioterapico
(antineoplasico) pertencente a classe das antraciclinas, derivado do fungo
Streptoccocus peucitius var. caesius. E empregado no tratamento de linfomas
malignos, tumores solidos, carcinoma metastatico de mama e carcinoma de células
epiteliais do pulmdo, sarcomas em criangas e adultos (Ewing e osteogénico) e
sarcomas de tecido mole (BRUNTON et al., 2012).

3.4.2 Método de repique e viabilidade celular

O repique e a avaliagao da viabilidade celular foram realizados pelo método
de exclusao por Azul de Trypan. O meio de cultivo contido nos frascos de cultura
celular foi desprezado e adicionado 2 mL de uma solucédo de lavagem de tampéo
fosfato salina (PBS) e realizados movimentos suaves para a remogao de residuos

de meio de cultura, a solugéo foi descartada e procedida nova lavagem.

Apos, procedeu-se a tripsinizagao para soltar as células aderidas ao frasco de
cultura, para tanto preparou-se uma solugdo de tripsina onde dilui-se 500 pL de
tripsina em 1 mL de solugdo PBS, homogeneizou-se e transferiu-se 400 yL desta
solucao para os frascos de cultura contendo as células e incubou-se em incubadora
a 37 °C por aproximadamente 1 minuto. Transcorrido o tempo, observou-se em

microscopio se as células deixaram de estar aderidas ao frasco de cultura.

Em seguida, adicionou-se aos fracos 2 mL de meio DMEM + HAM F10
suplementado com 10% de soro bovino fetal (SFB) para a inativagdo da enzima
tripsina adicionada anteriormente. Apods, verteu-se esta solugao para tubos falcon e
centrifugou-se em centrifuga refrigerada a 10 °C numa rotagdo de 2.000 rpm por 10
minutos. Realizada a centrifugagéo, desprezou-se o sobrenadante e ressuspendeu-
se o pellet em 1 mL de meio DMEM + HAM F10, homogeneizou-se e completou-se o
volume para 5 mL e procedeu-se nova centrifugagdo sob as mesmas condi¢des

realizadas anteriormente.
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ApoOs a centrifugagao, removeu-se 0 meio do tubo falcon e adicionou-se 1 mL
do meio DMEM + HAM F10 para homogeneiza¢do do pellet contido no tubo. Em
seguida, preparou-se uma solugdo de corante de azul de Trypan, onde em
eppendorf de 1 mL pipetou-se 90 pL de azul de Trypan e 10 yL de meio DMEM +
células, homogeneizou-se e pipetou-se 10 yL do corante em camara de Neubauer,

onde realizou-se a contagem das células viaveis (ndo coraram de azul).

3.4.3 Avaliagao da citotoxicidade in vitro pelo método de Alamar Blue

Primeiramente, preparou-se uma solugao contendo meio Dulbecco's Modified
Eagle's medium (DMEM + HAM F10), suplementado com 10% de SBF e as células,
para o plaqueamento de 200 pL de solugcdo contendo células a uma densidade de
2 x 10* células/poco. Incubou-se durante 4 horas em incubadora com atmosfera de
5% de CO, a 37 °C. Transcorrido o tempo, desprezou-se o meio contido nas placas
e as células foram lavadas com 200 uL de solugéo de PBS, em seguida, procedeu-
se o tratamento das células adicionando-se 200 pL de solugcdo dos extratos 100
pMg/mL, do padrdo doxorrubicina (100 uM, 10 pM, 1 yM, 0,1 uM e 0,01 uM), do
controle negativo de DMSO (1%) e do controle do meio (meio DMEM + HAM F10 +

células).

Em seguida, as placas foram novamente incubadas por 48 horas sob as
mesmas condigdes. Apos as 48 horas, o tratamento foi removido e adicionou-se
uma solugcao de 10% de corante Alamar Blue em cada pogo. Apéds, incubou-se
novamente durante 5 horas, transcorrido o tempo de incubacdo procedeu-se a
leitura das absorbancias, em 540 nm (estado oxidado) e 630 nm (estado reduzido)
em leitor de ELISA.

Calculou-se a morte celular das amostras, sendo que com os extratos que
apresentaram maior grau de morte celular (proximo a 75%) procedeu-se a avaliagéo
da citotoxicidade em trés concentrag¢des, sendo elas 100, 50 e 25 ug/mL e calculou-

se o IC50 dos mesmos.
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3.5 Analise estatistica

Para a analise estatistica da atividade antioxidante empregou-se a média de
trés repeticdbes + Standard Error of the Mean (SEM) e apds aplicou-se ANOVA
seguida de comparagbes multiplas pelo teste de Tukey. Foram considerados
estatisticamente diferentes os resultados que apresentaram probabilidade de
ocorréncia da hipotese de nulidade menor que 1% (p < 0,01). Utilizou-se o programa
BioEstat 5.0 e Excel 2010.

Na citotoxicidade in vitro, utilizou-se a média de trés repeticbes + desvio

padrao. Aplicou-se ANOVA um critério.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Material vegetal

4.1.1 Rendimentos

Apo6s procedido o preparo dos extratos e eliminado totalmente os solventes,

calculou-se os rendimentos para cada material vegetal, conforme a Tabela 1.

Tabela 1 — Rendimentos (%) dos extratos utilizados no estudo

Extratos Rendimentos (%)

E. anomala P. salutare
Hexanico 1,34 1,02
Cloroférmio 1,72 7,43
Acetato de etila 0,16 0,30
Etanodlico 2,90 3,76
Total 6,12 12,51

Pode-se observar que o rendimento foi maior nos extratos etandlico e
cloroférmico, sendo que no caso da E. anomala o rendimento foi superior no extrato
etandlico (2,90%) e cloroférmico (1,72%), e da P. salutare o extrato cloroférmico
(7,43%) seguido pelo etandlico (3,76%), conforme representado na Figura 7. Ainda,
pode-se observar que a espécie P. salutare teve rendimento total maior (12,51%)
quando comparada a E. anomala (6,12%).
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Figura 7 — Comparativo do rendimento (%) dos extratos vegetais de E. anomala e P.
salutare

Rendimento (%)
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Fiuza e colaboradores (2008) apds o preparo de extrato bruto etandlico a
partir do p6 das folhas de E. uniflora obtiveram um rendimento de 25,78%, sendo
que as fracbes obtidas a partir do extrato bruto apresentaram os seguintes
rendimentos: 13,8% para a fracdo hexano; 11,7% para a fragao cloroférmio e 9%
para a fracdo acetato de etila. No estudo de Alves e colaboradores (2011) o
rendimento obtido a partir de extrato hidroalcodlico de folhas de E. dysenterica foi de
cerca de 15%.

No estudo de Garmus e colaboradores (2014) foi avaliado o rendimento de
extratos de Eugenia uniflora L. obtidos inicialmente por extracdo em leito supercritico
CO;, (apolar), apés com etanol/agua (5:2) e agua. Os resultados demonstraram que

o rendimento da extragdo aumentou com a polaridade do solvente

4.1.2 Screening dos extratos

Realizada a autobiografia por CCD dos extratos de E. anomala (EEA —
etandlico, CEA - cloroférmico, HEA - hexanico e AEA — acetato de etila) e P. salutare
(EPS - etandlico, CPS — cloroférmico, HPS - hexanico e APS — acetato de etila) em
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diferentes concentragdes e do padrao antioxidante de acido ascoérbico (P), obteve-se
os resultados apresentados nas Figuras 8 e 9 que mostram as imagens obtidas
antes (Placa 1) e apds (Placa 2) a aplicagdo da solugao de revelacdo de DPPH
0,004%.

Figura 8 - Autobiografia dos extratos de E.anomala

Placa1 1omgm. smg/mL  6mgmL 4 mgimL  2mgimL Placa2 1omgmL 8&mgimL ©mgmL 4 mgimL  2mgimL

Placa antes da aplicacfdo da solucdo de revelacdo de Placa apos a aplicagdo da solucio de revelacéo de
DPPH 0,004%. DPPH 0,004%.

Pode-se observar que apés a aplicacdo da solucdo de revelacdo de DPPH
0,004% os extratos etandlico (EEA) e de acetato de etila (AEA) apresentaram maior
potencial de redugédo do radical DPPH, pois em todas as concentragbes formou
coloragao clara (amarelada) mais acentuada, entretanto os extratos cloroférmico
(CEA) e hexanico (HEA) também apresentaram este potencial, porém de menor
relevancia observada pela diminuicdo na intensidade da coloragdo amarela

conforme a diminuigao da concentragao dos extratos.
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Figura 9 - Autobiografia dos extratos de P. salutare

Placa1 10mg/mL 8mg/mL 6mgmL 4mgmL 2mgmL Placa2 10mgmL 8mgmL 6mg/mL d4mgmL 2mgmL

Placa antes da aplicacdo da solugdo de revelagio de Placa ap6s a aplicacéo da soluc&o de revelacéo de

DPPH 0,004%. DPPH 0,004%.

Todos os extratos de P. salutare também apresentaram potencial de agao
antioxidante, sendo que os extratos etandlico (EPS), cloroformico (CPS) e de
acetato de etila (AEP) demonstraram maior relevancia em todas as concentragdes
testadas, préximo ao padrdo de acido ascorbico. Entretanto, o extrato hexanico
(HPS) apresentou potencial antioxidante que diminuiu conforme a redugdo na
concentragdo aplicada, sendo que na concentragdo 2 mg/mL ndo apresentou tal

potencial.

Assim, os extratos de E. anomala e P. salutare testados demonstraram
potencial de acado antioxidante devido a redugao promovida no radical livre DPPH,
observada através da coloragao clara (amarelada) formada nos pontos de aplicagao
dos mesmos apds o borrifamento da solugao reveladora de DPPH 0,004% (YADAV
etal., 2011).

Apos a realizacao da CCD com a aplicagado dos extratos de E. anomala e P.
salutare (10 mg/mL) em placas de silica gel com quatro condi¢gdes diferentes de
eluicdo e posterior aplicagao de solugao reveladora de DPPH 0,004%, obteve-se os

resultados representados na Figura 10.
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Figura 10 - CCD dos extratos de E. anomala e P. salutare empregando-se diferentes
graus de eluicédo

Placa 1: Clorofarmio Placa 2: Metanol/Clorofarmio (1:9)
Placa 3: Metanol/Cloroformio (2:8) Placa 4: Metanol/Clorofdrmio (5:5)

Legenda: Extratos de E. anomala (1-hexanico; 2- cloroformico; 3-acetato de etila; 4-etandlico), extratos
de P. salutare (5-hexanico; 6-cloroformico; 7-acetato de etila; 8-etandlico).

Pode-se perceber que os extratos de E. anomala e P. salutare apresentam
em sua constituicdo algumas substancias com polaridade reduzida (Placa 1,2 e 3) e
diversas substancias com maior polaridade (Placa 4) que possuem potencial
antioxidante percebida pela coloracdo amarelada apds a aplicacdo de solugao
reveladora de DPPH 0,004%, sendo que o extrato hexadnico de ambas espécies
vegetais demonstrou minimo potencial antioxidante. Entretanto, ndo é possivel
identificar quais as substancias presentes que conferem tal potencial aos extratos,
sendo necessaria a realizacdo de mais testes empregando-se padrdes de
substancias com potencial antioxidante conhecido para determinar a presencga e

influéncia na agao.
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4.1.3 Atividade antioxidante

A avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos de E. anomala e P.
salutare foi procedida conforme metodologia adaptada da desenvolvida por Brand-
Williams, Cuvelier e Berset (1995), a qual baseia-se na redugdo do radical livre
DPPH a difenil-picril-hidrazina na presenca de substancias antioxidantes que pode
ser observada pelo decréscimo da absorbancia e visualizada pela alteragédo da

coloracao da solugao de purpura para amarelo.

A partir das absorbancias obtidas apds a leitura em espectrofotometro UV-
visivel a 517 nm, calculou-se o percentual de atividade antioxidante dos extratos de
E. anomala e P. salutare e do padrao de acido ascorbico. Obteve-se os resultados

conforme representado nas Figuras 11 e 12.

Figura 11 e 12 - Atividade antioxidante dos extratos de E. anomala e P. salutare em
comparagao ao padrao acido ascoérbico, respectivamente
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Analisando os graficos pode-se perceber que a atividade antioxidante dos
extratos etandlico e de acetato de etila em ambas as espécies vegetais foi maior,
onde houve aumento nesta atividade de acordo com o aumento da concentragcédo do
extrato analisado. Na maior concentragdo analisada de 50 pg/mL o extrato etandlico
seguido pelo de acetato de etila de E. anomala apresentaram maior atividade
antioxidante de 86,78% e 62,86%, respectivamente. Para a espécie vegetal de P.

salutare também na concentracao de 50 ug/mL, o extrato de acetato de etila seguido
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pelo etandlico, apresentaram maior atividade antioxidante de 94,08% e 93,86%,
respectivamente. Estes extratos apresentaram percentual de atividade antioxidante
(AA%) préxima ao padréao de acido ascorbico onde na maior concentragao analisada

(50 pyg/mL) apresentou atividade antioxidante de 95,05%.

Os extratos hexanico e cloroférmico de ambas as espécies vegetais,
apresentaram AA% muito inferior (abaixo de 50%), se comparados aos extratos
etandlico e de acetato de etila e também com o padrdao de acido ascorbico, sendo

assim ndo apresentaram valor de 1C50.

Obtidos os valores de atividade antioxidante (%) calculou-se o IC50 dos
extratos que tiveram percentual superior a 50%, sendo eles: o extrato etandlico e de
acetato de etila. A Tabela 2 apresenta os valores de IC50 dos extratos de ambas as
espécies vegetais e do padréo de acido ascorbico, com seus respectivos valores de
SEM.

Tabela 2 - Atividade antioxidante (IC50) dos extratos de E. anomala e P. salutare e
respectivo SEM

IC 50 (ug/mL)
Extratos E. anomala P. salutare
Hexanico NA NA
Cloroférmio NA NA
Acetato de etila 34,22 + 0,22 18,96 £ 0,15
Etanodlico 19,26 £ 0,11 13,63 £ 0,30

Analisando os valores de IC50 dos extratos pode-se perceber que o extrato
etandlico de E. anomala e P. salutare apresentaram menor valor de IC50, sendo ele
19,26 + 0,11 e 13,63 £ 0,30, respectivamente. O extrato etandlico de P. salutare foi o
extrato que apresentou o IC50 mais préximo ao do padrdo de acido ascérbico IC50
de 9,27 = 0,04, entretanto ao aplicar-se analise estatistica utilizando-se teste de

Tukey houve diferencga significativa (p < 0,01) entre o padrdo e o extrato.

Diversos estudos encontrados na literatura demonstraram atividade
antioxidante em extratos de plantas da familia Myrtaceae e das espécies de Eugenia

e Psidium, conforme apresentado a seguir.
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O estudo de Reynerston, Basile e Kennelly (2005) avaliou a atividade
antioxidante de extratos de plantas das espécies Eugenia agreggata, Eugenia
foetida, Eugenia stipitata, Eugenia uniflora, M. caulifora e S. samarangense. Os
resultados obtidos mostraram que M. caulifora possui a melhor acdo antioxidante em
35 pyg/mL, E. agreggata, E. stipitata, S. samarangense foram moderadamente ativos
com valores de IC50 em 74,1 ug/mL, 79,0 yg/mL e 76,8 pg/mL, respectivamente. O
padrao de acido ascorbico teve IC50 de 18,3 ug/mL.

O estudo de Kanoun e -colaboradores (2014) examinou a atividade
antioxidante in vitro utilizando DPPH, o teor de fendis totais, de flavonoides e taninos
condensados de extratos brutos e fragdo de acetato de etila, butanol de Myrtus
communis L. (Myrtaceae). Os resultados demonstraram que o extrato de acetato de
etila seguido pelo extrato obtido da fracdo butandlica das folhas e bagas possuem
maior agéo antioxidante relacionada a presenca de acido galico em todas as partes

da planta, catequina nas folhas e quercetina na baga (CCD).

Noutro estudo avaliou-se a atividade antioxidante através dos métodos de
reducao do ferro (lll) a ferro ions (Il) e eliminagdo de radicais DPPH de extratos
fracionados de Myrcia splendens e Myrcia palustres (Myrtaceae), com solventes de
polaridade crescente (n-hexano, acetato de etila, butanol e agua). Os resultados
obtidos mostraram que a fragdo de acetato de etila e butanol apresentaram maior
atividade antioxidante em ambas as espécies, onde os valores de IC50 foram de
8,44 e 9,35 ug/mL para M. splendens e de 17,83 e 15,34 ug/mL para M. palustres,
respectivamente, nestes extratos foi encontrada a maior concentracdo de
flavonoides e compostos fendlicos, sendo que a atividade antioxidante esta
relacionada a presencga dos flavonoides (ex. miricitrina) nos extratos destas fragdes
(MORESCO et al., 2014).

O estudo de Settharaksa e colaboradores (2014) avaliou a atividade
antioxidante, o conteudo de flavonoides e compostos fendlicos de extratos
fracionados (etanol, metanol e agua) de Syringium gratum (Myrtaceae) através do
método do DPPH e férrico. Os resultados de IC50 foram de 6,77; 23,25 e 50,33
pMg/mL para a fragao de etanol, metanol e agua, respectivamente, sendo que o teor

de flavonoides e compostos fendlicos foi maior na fracdo aquosa.
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No estudo de Carvalho Jr. e colaboradores (2014) foi avaliada a composigao
quimica e a atividade antioxidante de extratos de folhas e galhos de Eugenia
copacabanensis Kiaersk (Myrtaceae) e os resultados demonstraram que os extratos
apresentam atividade antioxidante promissora, sendo que os valores de IC50 variam
de 0,92 + 0,04 a 40,66 + 0,59 pg/mL, onde o extrato metandlico dos galhos
apresentou maior atividade antioxidante (IC50 = 0,92 + 0,04 pg/mL).

John e colaboradores (2014) investigaram a atividade antioxidante de extratos
etandlico, metandlico e aquoso de folhas de Eugenia singampattiana. Os resultados
obtidos mostraram que o teor de flavonoides e o potencial antioxidante foi maior no

extrato metandlico.

No estudo de Thakur & Arya (2014) foi avaliado o perfil fitoquimico de extratos
de folhas de Psidium guajava L. e demonstrou que esta espécie vegetal é
constituida por flavonoides, taninos, saponinas, esteréis, hidratos de carbono e
alcaldides. E o trabalho de Braga e colaboradores (2014) quantificou o teor de
fendlicos, flavonoides, atividade antimicrobiana, antioxidante e antitumoral de
extratos desta mesma espécie sendo que os resultados demonstraram elevado teor
de compostos fendlicos, flavonoides e agao antioxidante (87,65%) e a CIM foi de
250 uL/mL contra S. mutans, S. mitis e S. oralis. Assim, o extrato apresenta
atividade promissora para o uso topico na cavidade bucal, para o desenvolvimento

de produtos antitumorais ou para ser empregado como alimento funcional.

Fernandes e colaboradores (2014) avaliaram a atividade antioxidante e
propriedades fisico-quimicas de extratos secos por aspersdo de folhas de Psidium
guajava L. e os resultados demonstraram que os extratos apresentam atividade
antioxidante significativa e o 1C50 encontrado variou de 7,98 — 8,11 pg/mL e nédo

mostrou agao citotoxica as células testadas.

O estudo de Seo e colaboradores (2014) investigou a presenga de compostos
fendlicos e flavonoides e a acdo antioxidante de extratos aquoso, metandlico e
etandlico de folhas de Psidium guajava L. e os resultados demonstraram que a
atividade antioxidante dos extratos esta relacionada com o conteudo de compostos

fendlicos que foi maior no extrato etandlico.
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Moreno e colaboradores (2014) avaliaram os compostos fitoquimicos e a
atividade antioxidante de frutos frescos e farinha obtida dos frutos de Psidium
guajava L. Os resultados demonstraram que os fitoquimicos dominantes foram o
acido ascorbico e os carotenoides, tanto nos frutos quanto na farinha, também
apresentaram potencial antioxidante que pode ser explicado pela presenga dos
compostos fendlicos, flavonoides, carotenoides e vitamina C. No estudo de Castro e
colaboradores (2014) foi investigada a acado antifungica e antioxidante e a
citotoxicidade do O6leo essencial de Psidium catteleianum e o0s resultados

demonstraram que o extrato apresenta agdo antioxidante e antifungica.

No estudo de Wildner (2014) no qual foi avaliada a acédo antioxidante de
extratos brutos aquosos e etandlico de E. anomala, E. arenosa, E. pitanga e P.
salutare, observou-se que todos os extratos sao muito ativos, onde o extrato bruto
etandlico de E. arenosa apresentou IC50 (10,94 pg/mL) semelhante estatisticamente
ao padrao de acido ascorbico. Assim, todos os extratos apresentaram grande
potencial de aplicacdo em produtos alimenticios e farmacéuticos substituindo

antioxidantes sintéticos.

O conteudo de compostos fendlicos, flavonoides e atividade antioxidante
estao relacionados com a capacidade de extragdo de componentes de acordo com o
grau de polaridade do solvente e da relagao entre o soluto e o solvente, sendo que a
acao antioxidante € maior em extratos obtidos com solventes mais polares
(TURKMEN et al., 2006; CARVALHO JR et al., 2014; SETTHARAKSA et al., 2014).

Desta forma, os resultados obtidos de IC50 com o extrato etandlico de E.
anomala e P. salutare de 19,26 e 13,63 ug/mL, respectivamente, estao relacionados
com a polaridade do solvente empregado o qual extrai compostos com acao

antioxidante, como por exemplo os flavonoides e compostos fendlicos.

A classificacdo da atividade antioxidante esta relacionada a resultados
inferiores de IC50 os quais indicam maior atividade antioxidante do extrato avaliado,
sendo que um IC50 inferior a 50 ug/mL é considerado muito ativo, de 50 — 100
Mg/mL moderadamente ativo, 100 — 200 ug/mL é pouco ativo e valor superior a 200
pg/mL é considerado inativo (REYNERSTON et al., 2005).



62

Assim, os extratos de acetato de etila e etandlico de ambas as espécies
vegetais estudadas apresentam acao antioxidante muito alta, sendo que os extratos

cloroférmico e hexanico ndo apresentam atividade antioxidante (inativos).

4.1.4 Atividade antimicrobiana

A avaliacdo da atividade antimicrobiana dos extratos de E. anomala e P.
Salutare foi realizada pelo método de microdiluigdo que baseia-se na sucessiva
diluicdo das amostras em placas de 96 pogos e submete-se 0 microrganismo a agéo

do extrato em estudo.

As Figuras 13, 14, 15 e 16 ilustram as imagens obtidas na avaliacdo da
concentracao inibitéria minima, apds a adi¢cao da solugdo de TTC 0,5%, realizada
em placas de 96 pogcos com sucessivas diluicbes e controles (G e H), conforme

descrito na metodologia.

Figura 13 - Concentragao inibitéria minima dos extratos de E. anomala contra E. coli
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Legenda:

Placa 1 — 1,2,3: extrato de acetato de etila; 4,5,6: extrato cloroférmico; 7,8,9: DMSO; 10,11,12: cloranfenicol;
Placa 2 - 1,2 3: extrato etandlico; 4,5,6: extrato hexanico; 7,8,9: DMSO; 10,11,12: cloranfenicol;
Linhas — A: 10.000 pg/mL; B: 5.000 pg/mL; C: 2.500 pg/mL; D: 1.250 pyg/mL; E: 625 pg/mL; F: 3125 pg/mL; G: controle

positivo; H: controle negativo.
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Figura 14 - Concentracéo inibitéria minima dos extratos de P. salutare contra E. coli
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Legenda:

Placa 1 — 1,2, 3: extrato de acetato de etila; 4,5,6: extrato cloroférmico; 7,8,9: DMSO; 10,11,12: cloranfenicol;
Placa 2 - 1,2 3: extrato etandlico; 4,5,6: extrato hexanico; 7,8,9: DMSO; 10,11,12: cloranfenicol;
Linhas — A: 10.000 pg/mL; B: 5.000 pg/mL; C: 2.500 pg/mL; D: 1.250 pg/mL; E: 625 pg/mL; F: 3125 pg/mL; G: controle

positivo; H: controle negativo.

Figura 15 - Concentragao inibitéria minima dos extratos de E. anomala contra L.
monocytogenes
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Placa 1 — 1,2 3: extrato etandlico; 4,5,6: extrato cloroférmico; 7,8,9: cloranfenicol; 10,11,12: DMSO;

Placa 2 - 1,2, 3: extrato de acetato de etila; 4,5,6: extrato hexanico; 7,8,9: cloranfenicol; 10,11,12: DMSO;
Linhas — A: 10.000 pg/mL; B: 5.000 pg/mL; C: 2.500 pg/mL; D: 1.250 pg/mL; E: 625 pg/mL; F: 312,5 pg/mL; G: controle
positivo; H: controle negativo.
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Figura 16 - Concentragdo inibitéria minima dos extratos P. salutare contra L.
monocytogenes

Placa 1 Placa 2
1 2 3 45 6 7 8 9 1011 12 1 2 3 456 7 8 9 1011 12

HGFE D C B

Legenda:
Placa 1 — 1,2 3: extrato etandlico; 4,5,6: extrato cloroférmico; 7,8,9: cloranfenicol; 10,11,12: DMSO;
Placa 2 - 1,2, 3: extrato de acetato de etila; 4,5,6: extrato hexanico; 7,8,9: cloranfenicol; 10,11,12: DMSO;

Linhas — A: 10.000 pg/mL; B: 5.000 pg/mL; C: 2.500 yg/mL; D: 1.250 pyg/mL; E: 625 pg/mL; F: 312,5 pg/mL; G: controle
positivo; H: controle negativo.

Pode-se observar que ao adicionar a solucédo de TTC 0,5% diversos pogos
apresentaram coloracao vermelha (rosada) que indica crescimento microbiano
devido a inatividade do extrato empregado sendo este incapaz de inibir o
crescimento do microrganismo em estudo, ndo possuindo agao bacteriostatica. Os
pocos que nao apresentaram alteragdo na sua coloragdo e que permaneceram
transparentes ou com cor caracteristica, possuem acao bacteriostatica, pois inibiram
o crescimento microbiano (GABRIELSON et al., 2002).

As Figuras 17, 18 e 19 ilustram o plaqueamento dos extratos que néo
apresentaram coloracdo vermelha apds a adicdo da solugcdo de TTC 0,5%

empregada para a confirmagao da concentragao bactericida minima.
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Figura 17 - Concentracdo bactericida minima dos extratos de E. anomala e P.
salutare frente a E. coli

Legenda:
Eugenia anomala: 1- Acetato de Etila; 2 — Etandlico; 2' — Hexanico.
Psidium salutare: 3 — Acetato de etila e Clorofdrmico; 4 — Etandlico: 4' — Hexénico.
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Figura 18 - Concentrac&o bactericida minima dos extratos de E. anomala frente a L.
monocytogenes

Legenda: Placa 1: Extrato Etandlico (EE); Placa 2: Extrato
Clorofirmico (CE); Placa 3; Extrato de Acetato de Etila (AE) &
Hexdnico (HEA).

Figura 19 - Concentracdo bactericida minima dos extratos de P. salutare frente a L.
monocytogenes

Legenda: Placa 1: Extrato Etandlico (EP); Placa 2:
Extrato Cloroférmico (CP); Placa 3: Extrato de Acetato de
Etila (AP); Placa 4 e 5: Extrato Hexanico (HP).
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Pode-se observar que houve crescimento bacteriano, tanto da E. coli quanto
da L. monocytogenes, na maior parte das placas indicando assim que os extratos
avaliados n&do possuem acgao bactericida (morte dos microrganismos) somente

bacteriostatica.

Os resultados obtidos da concentragdo inibitéria minima e concentracio
bactericida minima dos extratos de E. anomala e P. salutare frente a E. coli estao

demonstrados na Tabela 3.

Tabela 3 - Concentracao inibitéria minima e concentragcao bactericida minima dos
extratos de E. anomala e P. salutare frente a E. coli

Extratos (ug/mL) E. anomala P. salutare Padrao
CIM CBM CIM CBM CIM CBM
Hexanico 5.000 - 10.000 - <6,25 <6,25
Cloroférmico - - 10.000 - <6,25 <6,25
Acetato de Etila 5.000 - 10.000 - <6,25 <6,25
Etanodlico 2.500 10.000 5.000 - <6,25 <6,25

Comparando-se os resultados obtidos dos extratos das duas espécies
vegetais, observa-se que os extratos da espécie de E. anomala apresentaram
melhor potencial de agdo antimicrobiana frente a E. coli onde o extrato etandlico
apresentou CIM de 2.500 ug/mL e CBM de 10.000 pg/mL, sendo o unico extrato de

ambas as espécies vegetais que apresentou agao bacteriostatica e bactericida.

O extrato hexénico e de acetato de etila de E. anomala apresentaram a
concentragao inibitéria minima de 5.000 yg/mL, enquanto que o extrato cloroférmico
nao demonstrou possuir acdo bacteriostatica nem bactericida nas concentragdes

avaliadas.

Quanto a espécie P. salutare, o extrato etandlico apresentou melhor potencial
antimicrobiano se comparados aos demais extratos desta espécie vegetal, sendo
sua CIM de 5.000 pug/mL (bacteriostatico). Ja os extratos hexanico, cloroférmico e de
acetato de etila de P. salutare, apresentaram CIM de 10.000 pg/mL (bacteriostatico),
sendo que nenhum dos extratos apresentou acao bactericida contra a E. coli.
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Os resultados obtidos da concentragdao inibitéria minima e concentracéo
bactericida minima dos extratos de E. anomala e P. salutare contra L.

monocytogenes estao demonstrados na Tabela 4.

Tabela 4 - Concentracdo inibitéria minima e concentracdo bactericida minima dos
extratos de E. anomala e P. salutare frente a L. monocytogenes

Extratos (ug/mL) E. anomala P. salutare Padrao
CIM CBM CIM CBM CIM CBM
Hexanico 10.000 - 312,5 625 <12,5 <12,5
Cloroférmico 1.250 10.000 1.250 10.000 <125 <12,5
Acetato de Etila 5.000 - 1.250 10.000 <125 <12,5
Etandlico 2.500 10.000 1.250 10.000 <12,5 <125

Pode-se observar que os extratos de ambas as espécies vegetais
apresentaram acdo bacteriostatica contra L. monocytogenes. Os extratos de E.
anomala apresentaram atividade antimicrobiana bacteriostatica menos expressiva se
comparada aos extratos de P. salutare, sendo que o extrato que apresentou CIM
mais baixa é o extrato cloroférmico onde a CIM = 1.250 uyg/mL e CBM = 10.000
Mg/mL, seguido pelo extrato etandlico o qual apresentou CIM = 2.500 pg/mL e
CBM = 10.000 pg/mL.

Quanto a espécie P. salutare, o extrato que apresentou atividade
antimicrobiana mais pronunciada dentre os extratos da espécie foi 0 hexanico o qual
teve CIM = 3125 ug/mL e CBM = 625 pg/mL apresentando assim agao
bacteriostatica e bactericida nessas concentracdes, respectivamente. Os demais
extratos cloroformico, de acetato de etila e etandlico apresentaram
CIM = 1.250 pg/mL (bacteriostatico) e CBM = 10.000 ug/mL (bactericida).

A Figura 20 representa a comparagao da concentragao inibitéria minima dos

extratos estudados frente aos patégenos E. coli e L. monocytogenes.
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Figura 20 - Comparacao da CIM dos extratos de E. anomala e P. salutare frente a E.
coli e L. monocytogenes
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HE: hexanico de E. anomala; AE: acetato de etila de E. anomala; CE: cloroférmico de E.
anomala; EE: etanolico de E. anomala; HP: hexanico de P. salutare; AP: acetato de etila de P.
salutare; CP: cloroférmico de P. salutare; EP: etandlico de P. salutare; P: padrdo de

cloranfenicol.

Quando comparadas as CIMs dos extratos de ambas as espécies vegetais
frente a E. coli e L. monocytogenes pode-se observar que os extratos da espécie E.
anomala apresentaram acgao bacteriostatica em concentragbes proximas tanto
contra E. coli quanto L. monocytogenes, enquanto que os extratos da espécie P.

salutare demonstraram tal agdo mais pronunciada contra L. monocytogenes.

Na literatura ainda ndo ha um consenso que define a atividade antimicrobiana
de extratos obtidos de plantas, entretanto diversos estudos classificam tal acdo a
partir da CIM necessaria para inibir patégenos conforme descrito a seguir. Obtidos
os valores de CIM e CBM, os extratos vegetais de E. anomala e P. salutare foram
avaliados quanto a sua acdo antimicrobiana de acordo com os valores de CIM
contra os patdégenos estudados onde extratos que apresentam CIM<100 ug/mL tém
potencial antimicrobiano promissor (bom), CIM entre 100 — 500 ug/mL possui
atividade inibitéria moderada, CIM entre 500 — 1.000 pg/mL apresenta atividade
inibitoria fraca e extratos que apresentam CIM superior a 1.000 ug/mL sao inativos
frente aos patdgenos (RIOS et al., 1988; FABRY et al., 1998; HOLETZ et al., 2002;
DALL’AGNOL et al., 2003; TANAKA et al., 2005; CHAVASCO et al., 2014).
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Desta forma, os resultados obtidos a partir da avaliacdo da atividade
antimicrobiana dos extratos das espécies vegetais estudadas através do método de
microdiluicdo mostram que somente o extrato hexanico de P. salutare possui
atividade antimicrobiana moderada contra L. monocytogenes, pois, apresentou uma
CIM de 312,5 pg/mL. Os demais extratos sdo inativos contra ambas as bactérias
estudadas uma vez que tiveram CIM superior a 1.000 pg/mL, mesmo que tenham

apresentado acgao bacteriostatica e/ou bactericida em concentragbes maiores.

Diversos estudos ja foram realizados avaliando a atividade antimicrobiana de
extratos de plantas e 6leos essenciais de diferentes familias contra E. coli e L.
monocytogenes. O estudo de Seyyednejad e colaboradores (2014) avaliou a agéo
antimicrobiana de extrato bruto etandlico e metandlico de Cassia fistula (Fabaceae)
contra trés microrganismos Gram-positivos (B. cereus, S. aureus e S. epidermidis) e
cinco Gram-negativos (S. typhi, K. pneumoniae, E. coli, P. aeruginosa e P. mirabilis).
Os resultados mostraram que o extrato analisado foi eficaz contra B. cereus, S.
aureus, S. epidermidis e E. coli (CIM = 5 mg/mL e CBM = 40 mg/mL) e K.
pneumoniae, sendo que E. coli e B. cereus foram mais sensiveis ao extrato etandlico

e K. pneumoniae e S. aureus ao extrato metandlico.

No estudo de Aligiannis e colaboradores (2001) foram avaliados o6leos
essenciais da espécie Origanum (Lamiaceae) contra duas bactérias Gram-positivas
(S. aureus e S. epidermidis) e quatro Gram-negativas (E. coli, E. cloacae, K.
pneumoniae e P. aeruginosa). Os resultados mostraram que o 6leo de O. scabrum
(conttm aproximadamente 74,86% de carvacrol) apresentou atividade
antimicrobiana extremamente forte contra todas as bactérias testadas onde o CIM

variou entre 0,28 — 1,27 mg/mL.

O estudo realizado por Delgado-Adaméz e colaboradores (2012) avaliou a
atividade antimicrobiana de seis extratos brutos de Prunus salicina (Rosaceae)
obtidos pela extragdo com agua e emprego de Soxhlet. Os resultados demonstraram
que todos os extratos exibiram agdo antimicrobiana contra L. innocua (Gram-
positiva) e E. coli (Gram-negativa) podendo tal acdo estar relacionada a quantidade

de compostos fendlicos e ao sinergismo entre os constituintes bioativos.
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Kumar e colaboradores (2010) avaliaram a atividade antimicrobiana de extrato
bruto aquoso de folhas de Calotropis gigantea (Apocynaceae) contra S. aureus, E.
coli, B. cereus, P. aeruginosa, M. luteus e K. pneumoniae. Os resultados
demonstraram que os extratos apresentam grande ac¢ao antimicrobiana sendo que a
zona maxima de inibicdo foi contra E. coli (17,6 + 1,55) onde o CIM foi de 12,5
mg/mL. Tal atividade pode estar relacionada aos compostos bioativos presentes no

extrato bruto, podendo ser explorado o isolamento destes compostos.

Arias e colaboradores (2004) avaliaram a atividade antimicrobiana de extratos
de folhas, flores e caule de Acacia aroma (Fabaceae) contra bactérias Gram-
positivas (E. faecalis, S. aureus, S. pyogenes, S. agalactiae, S. aureus, E. faecalis) e
Gram-negativas (E. coli, K. pneumoniae, P. mirabilis, E. cloacae, S. marcescens, M
morganii, A. baumannii, P. aeruginosa, S. maltophilia). Os resultados obtidos
demonstraram que todos os extratos etandlicos apresentaram atividade
antimicrobiana contra Gram-positivas € somente os extratos de folhas e flores
mostraram ac¢ao contra Gram-negativas, sendo que contra E. coli a CIM e a CBM
para o extrato de folhas foi 250 ug/mL e o extrato de flores a CIM = 250 ug/mL e a
CBM = 1.000 pg/mL. A agao antimicrobiana pode estar relacionada a presenga de

flavonoides identificados por bioautografia.

No estudo de Santos e colaboradores (2012) foi analisado o 6leo essencial
das folhas de Piper malacophyllum (Piperaceae) contra S. aureus, B. cereus, A.
baumanii, P. aeruginosa e E. coli. Os resultados obtidos mostraram que o dleo
essencial apresenta fraca agao antimicrobiana frente a todos os microrganismos,
sendo que a CIM para E. coli e B. cereus foi a menor encontrada dentre os

microrganismos de 1.850 ug/mL.

O estudo de Tchana e colaboradores (2014) avaliou a atividade
antimicrobiana de Entada abyssinica (Fabaceae), Entada africana (Fabaceae),
Pentaclethra macrophylla (Mimosaceae), Allexis cauliflora (Violaceae), Anthocleista
leibrechtsiana (Gentianaceae), Carapa procera (Meliaceae), Carica papaya
(Caricaceae) e Persea americana (Lauraceae) contra bactérias Gram-negativas que
expressam fenodtipos multirresistentes (E. coli, E. aerogenes, K. pneumoniae e P.

Stuartii). Os resultados apresentaram atividade antimicrobiana em CIM entre 64 —
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1.024 ug/mL, sendo que o extrato bruto de Entada africana apresentou a menor CIM
de 64 pg/mL contra E. coli enquanto que a melhor CBM foi 256 ug/mL obtido com o

extrato metanodlico de Persea americana também contra E. coli.

O estudo de Camargo & Suffredini (2014) avaliou a atividade antimicrobiana
de extratos aquosos e orgéanicos obtidos de diferentes plantas da Amazénia
brasileira contra E. coli. Os resultados obtidos mostraram que o extrato organico de
Microplumeria sp.(Apocynaceae), tem a CIM e CBM=700 mg/mL; o extrato aquoso
de Casearia sp. (Salicaceae) tem CIM=CBM=600 mg/mL; o extrato organico de
Buchenavia sp. (Combretaceae) (CIM=CBM=<400 mg/mL); e o extrato aquoso
Caryocar sp. (Caryocaraceae) 400 mg/mL<CIM<700 mg/mL, podendo estes extratos

serem utilizados como antimicrobianos de uso veterinario contra E. coli.

No estudo de Ndjateu e colaboradores (2014) foi investigada a atividade
antimicrobiana de dez compostos isolados, sendo eles [1-5 (a partir de D.
perkinsiae), 2, 6-8 (a partir de A. mannii) e 2, 4, 9, e 10 (Fromb. fistulosa)]. Os
resultados obtidos mostraram que o extrato etandlico de D. perkinsiae teve boa
atividade antibacteriana contra E. faecalis (CIM = 0,04 e 0,08 mg/mL), E. coli e S.
aureus (CIM = 0,08 mg/mL). Quantos aos compostos isolados, a atividade
antimicrobiana moderada foi obtida com o composto 3 (quercetin 3-O-(6"-O-galloyl)-
B-galactopyranoside) contra E. faecalis e E. coli (CIM de 16 ug/mL), os compostos 6
(isoprunetin) e 10 (shanzhiside methyl ester) contra E. faecalis (CIM de 16 pg/mL), e

do composto 9 contra E. faecalis (CIM 31 ug/mL) e S. aureus (CIM 31 pug/mL).

Foi avaliado extratos de acetona de folhas de Moringa oleifera (Moringaceae)
contra E. coli, E.cloacae, P. vulgaris, S. aureus e M . kristina. O extrato apresentou
acgao bactericida a 0,5 mg/mL contra E. coli e M. kristinae e bacteriostatica frente S.
aureus, E cloacae e P. vulgaries (BUSANI et al., 2012).

O estudo de Ahmadizadeh e colaboradores (2014) avaliou a atividade
antimicrobiana de extrato metandlico de Artemisia vulgaris (Asteraceae) contra S.
aureus, B. cereus, E. coli e P. aeruginosa. Os resultados obtidos mostraram que o
extrato inibiu o crescimento de S. aureus, B. cereus e E. coli na concentragao de
1.000 pg/mL.



73

No estudo de Saleem e colaboradores (2014) foi avaliada a atividade
antimicrobiana através do método de diluicdo em caldo de extrato hexanico de Vicia
sativa (Fabaceae) contra B. afrophaeus, E. coli, S. epidermidis e S. aureus. A CIM
para B. atrophaeus foi 3,1 mg/mL, para E. coli foi 1,6 mg/mL, para S. epidermidis e

S. aureus foi 6,3 mg/mL.

Du e Jin (2014) avaliaram a atividade antimicrobiana de extrato aquoso bruto
e etandlico de Aurantii nobilis pericarpium, Ginkgo biloba, Salvia miltiorrhiza
(Laminaceae), Gall e Chebulae contra S. aureus e E. coli. O extrato etandlico de
Chebulae e Gall apresentou atividade bactericida para S. aureus numa CIM = 3,125
mg/mL e o extrato aquoso bruto teve agao bactericida contra E. coli numa CIM de
1,563 mg/mL.

Além disso, diversos estudos vém sendo realizados para a avaliagdo do
potencial antimicrobiano de plantas pertencentes a familia Myrtaceae sendo que
alguns deles serdo apresentados a seguir. O estudo de Silva e colaboradores (2010)
avaliou a atividade antimicrobiana do 6leo de Melaleuca thymifolia (Myrtaceae) e os
resultados demonstraram forte acdo antimicrobiana contra todos os microrganismos
avaliados, sendo que contra E. coli e B. cereus obteve-se CIM = 0.0625 mg/mL e
CBM = 0,125 mg/mL e contra S. aureus — CIM = 0.0625 mg/mL e CBM = 0,0310
mg/mL.

No estudo de Gnanakalai & Gopal (2014) foram testados diferentes extratos
de Eucalyptus smithii (Myrtaceae) contra B. subtilis, P. aeruginosa e E. coli, o extrato
cloroférmico apresentou atividade significativamente maior frente a todos os
patdgenos, o extrato etandlico e acetdbnico mostraram atividade minima e o extrato

aquoso nao apresentou nenhuma acao antimicrobiana.

Hussein e colaboradores (2014) avaliaram a atividade antimicrobiana do 6leo
essencial da casca de Cinnamomum zeylanicum (Lauraceae) e das flores de
Syzygium aromaticum (Myrtaceae) contra bactérias Gram-positivas (S. aureus e S.
pyogenes) e Gram-negativas (E. coli, P. aeruginosa, P. mirabilis, S. marcescens, E.

cloacae e K. pneumonia). Os resultados obtidos da CIM dos 6leos essenciais foi
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1/256 contra S. marcescens, E. cloacae, K. pneumonia e E. coli demonstrando a

possibilidade de utilizacdo em produtos antimicrobianos.

Paula e colaboradores (2009) avaliaram a atividade antimicrobiana de
extratos brutos coletados em diferentes meses (I, Il e Ill) de Pimenta
pseudocaryophyllus (Myrtaceae) pelo método de difusdo em agar e determinacéao da
CIM. Os resultados mostraram que os extratos apresentam atividade antimicrobiana
contra Gram-positivos — S. aureus, M. luteus, M. roseus, B. cereus, B. atrophaeus e
B. stearothermophilus (CIM = 0,39062 para 12,5 mg/mL; CIM = 0,78125 para 1,5625
mg/mL e CIM = 0,39062 para 1,5625 mg/mL, respectivamente) contra Gram-
negativos — P. aeruginosa (CIM = 0,39062 para 3,125 mg/mL; CIM = 1,5625 mg/mL
e CIM = 0,78125 para 1,5625 mg/mL, respectivamente). A agao antimicrobiana dos
extratos pode estar relacionada aos compostos fendlicos (taninos e flavonoides)
presentes que podem variar de acordo com a época do ano e o local de coleta dos

vegetais.

Foi avaliada a atividade antimicrobiana do extrato bruto metandlico de Myrtus
communis L. (Myrtaceae) em diferentes concentragcbes contra quatro espécies de
bactérias Gram-negativas (E. coli, P. vulgaris, P. aeruginosa e C. jejuni) e seis
espécies de Gram-positivas (S. aureus, M. luteus, S. pneumoniae, S. pyogenes, S.
agalactiae, L. monocytogenes) onde o extrato inibiu o crescimento de todas as
bactérias avaliadas com excecao de C. jejuni (ALEM et al., 2008; SUMBUL et al.,
2011; ALIPOUR et al., 2014).

No estudo de Alem e colaboradores (2008) foi avaliado o extrato bruto de
Myrtus (Myrtaceae) contra E. coli, S. aureus, P. aeruginosa, P. vulgaris, P. mirabilis,
K. aerogenes, S. typhi e S. shigella os dados obtidos mostraram que a CIM para S.
aureus foi de 0,5 mg/mL, para P. mirabilis e P. vulgaris foi 2,5 mg/mL, para Klebsiella
spp. € S. typhi foi 15 mg/mL e para P. aeruginosa foi 20 mg/mL revelando forte agéo

antimicrobiana.

O estudo de Laham e Fadel (2014) investigou a agao antimicrobiana de
extratos preparados a partir de diferentes partes de Myrtus communis Linn

(Myrtaceae), contra E. coli. Os resultados encontrados mostraram que o extrato
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etandlico de Myrtus communis apresentou agao antimicrobiana mais potente, sendo

que o extrato de Zingiber officinale teve a menor agao.

O estudo de Yokomizo e Nakaoka-Sakita (2014) avaliou o potencial
antimicrobiano do 6leo essencial das folhas de Pimenta pseudocaryophyllus
(Myrtaceae) contra A. niger, P. verrucosum, E. coli e S. aureus. Os resultados
mostraram que a inibicdo do crescimento bacteriano foi maior contra P. verrucosum,

A. niger e S. aureus sendo que a menor inibi¢cao foi frente a E. coli.

O estudo de Hsouna e colaboradores (2014) avaliou a agdo antimicrobiana do
Oleo essencial de Myrtus communis (Myrtaceae) contra bactérias Gram-positivas (B.
cereus, E. faecalis, S. aureus, S. epidermis, B. subtilis, L. monocytogenes e M.
luteus) e Gram-negativas (P. aeruginosa, E. coli, S. enteritidis e K. pneumoniae). Os
resultados obtidos apresentaram CIM que variou de 0,078 — 2,5 mg/mL, sendo que a
atividade antimicrobiana foi significativamente mais elevada contra as bactérias
Gram-positivas do que as Gram-negativas. Assim, a planta estudada pode ser uma

fonte potencial de ingrediente ativo as industrias alimenticias e farmacéuticas.

O estudo de Lima e colaboradores (2013) avaliou a atividade antimicrobiana
do dleo essencial de Eucalyptus camaldulensis (Myrtaceae) contra S. aureus e E.
coli, os resultados mostraram que a CIM contra ambos os microrganismos foi de 8
pg/mL, sendo que tal atividade pode estar relacionada aos constituintes presentes

na composic¢ao do oleo essencial, dentre eles: alcoois, fendis, terpenos e cetonas.

Nota-se que extratos ou 6leos essenciais obtidos de plantas pertencentes a
familia Myrtaceae apresentam atividade antimicrobiana frente a diferentes
microrganismos, sejam eles Gram-positivos ou Gram-negativos. Esta ac¢do varia
entre as espécies, os métodos de obtencao, partes da planta utilizada, época e local
de coleta e os solventes empregados para a extragao dos constituintes quimicos das

mesmas.

O género Eugenia representa um grupo de plantas que apresenta em sua
composi¢cao compostos bioativos com atividade antimicrobiana. O estudo de Holetz

e colaboradores (2002) avaliou a agdo antimicrobiana de extratos brutos de 13
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plantas medicinais brasileiras: Arctium lappa Willd (Asteraceae), Tanacetum vulgare
L. (Asteraceae), Erythrina speciosa Andrews (Leguminosae Papilionidae), Psidium
guajava L. (Myrtaceae), Mikania glomerata Spreng (Asteraceae), Spilanthes acmella
Mart. (Asteraceae), Lippia alba (Mill.) (Verbenaceae), Achillea millefolium L.
(Asteraceae), Piper regnellii Mig. (Piperaceae), Eugenia uniflora L. (Myrtaceae),
Punica granatum L. (Punicaceae), Sambucus canadensis L., Plantago major L.
contra E. coli, P. aeruginosa, B. subtilis e S. aureus. O extrato de Eugenia uniflora
apresentou atividade moderada contra E. coli e S. aureus e o extrato de P. guajava
atividade moderada (concentragédo entre 100 — 500 pg/mL) contra E. coli, B. bubtilis

e S. aureus .

Souza e colaboradores (2004) avaliaram a atividade antimicrobiana de
extratos brutos de metanol das espécies Chaptalia nutans, Cordia monosperma,
Echinodorus grandiflorus, Eugenia uniflora, Leonurus sibiricus, Luehea divaricata,
Malva sylvestris, Ocotea odorifera, Parapiptadenia rigida, Pluchea sagittalis, Psidium
cattleyanum e Senna neglecta contra S. aureus, S. epidermidis, M. luteus, B. subtilis,
E. coli, C. albicans e S. cerevisiae. Os resultados mostraram que E. coli (Gram-
negativa) ndo foi inibida pelos extratos estudados, sendo que o microrganismo que
teve maior inibicao foi B. subtilis seguida por M. luteus, S, cereviseae, S. aureus e S.

epidermidis.

O estudo de Magina e colaboradores (2009) avaliou a atividade
antimicrobiana dos 6leos essenciais das folhas de Eugenia brasiliensis, Eugenia
beaurepaireana e Eugenia umbeliflora contra S. aureus, P. aeruginosa e E. coli. Os
resultados demonstraram que os 6leos essenciais possuem atividade antimicrobiana
que variou de moderada a forte, sendo mais acentuada para os 6leos de Eugenia
umbeliflora e Eugenia brasiliensis que inibiram fortemente o crescimento de S.

aureus com CIM = 119,2 e 156,2 pyg/mL, respectivamente.

O estudo de Bayoub e colaboradores (2010) avaliou a atividade
antimicrobiana de extratos brutos etandlico de treze plantas: Artemisia herba Alba
(Asteraceae), Lavandula officinalis L. (Labiatae), Matricaria chamomilla (Asteraceae),
Eugenia caryophylata (Myrtaceae), Cistus salvifolius (Cistaceae), Mentha suaveolens

subsp. Timija (Lamiaceae), Thymus serpyllum L. (Lamiaceae), Lippia citriodora
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(Verbenaceae), Cinnamomum zeylanicum (Myrtaceae), Rosa centiflia (Rosaceae),
Thymus vulgaris L. (Lamiaceae), Rosmarinus officinalis (Labiatae) e Pelargonium
graveolens (Geraniaceae) contra L. monocytogenes e outras estirpes bacterianas.
Os resultados mostraram que a CIM dos extratos contra L. monocytogenes variou
entre 0,25 — 11,75 mg/mL, sendo que o extrato de cravo apresentou atividade
maxima numa CIM de 0,25 mg/mL seguido pelo extrato de hortelad timija (CIM de
0,315 mg/mL) ambos apresentando excelente atividade antimicrobiana contra L.
monocytogenes, demonstrando a possibilidade de aplicagdo destes extratos em
alimentos para evitar crescimento bacteriano aumentando a vida de prateleira dos

alimentos.

No estudo Bussmann e colaboradores (2010) foi avaliada a CIM de extratos
etandlico e aquoso de 141 espécies de plantas contra bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas. Os resultados mostraram que o extrato etandlico de 51 espécies
inibiram E. coli e 114 inibiram S. aureus e 30 extratos aquosos apresentaram
atividade contra E. coli e 38 extratos contra S. aureus, sendo que a atividade
antimicrobiana mais interessante contra E. coli foi do extrato etandlico de Baccaris
sp., Ochroma pyramidale, Croton lechleri, Banisteriopsis caapii, Miconia salicifolia e

Eugenia obtusifolia.

Mohanakrishnan e colaboradores (2013) avaliaram a atividade antimicrobiana
do 6leo essencial de Eugenia uniflora (Myrtaceae) contra bactérias Gram-positivas
(S. aureus, B. subtilis, S. faecalis, S. albus) e Gram-negativas (E. coli, P. aeruginosa,
K. aerogenes e P. vulgaris). Os resultados mostraram que o Oleo possui agao
antimicrobiana contra os quatro microrganismos Gram-positivos e € menos ativo

contra os Gram-negativos.

O estudo de Chavasco e colaboradores (2014) avaliou a atividade
antimicrobiana de extratos brutos de Eugenia pyriformis Cambess (Myrtaceae) e
demonstrou que os mesmos nao tém atividade contra diversos microrganismos P.
mirabilis, E. coli, C. albicans, S. cerevisiae, M. bovis e M. tuberculosis sendo que os

resultados de CIM ficaram entre 12,5 — 50 mg/mL.
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Tresina e Mohan (2014) investigaram a atividade antimicrobiana de extratos
de folha de Eugenia singampattiana obtidos com diferentes solventes como éter de
petroleo, benzeno, acetato de etila, metanol e etanol contra Gram-positivos (B.
thuringiensis, B. subtilis, S. aureus e E. faecalis) e Gram-negativos (S.paratyphi, P.
mirabilis, E. coli, P. vulgaris, K. pneumoniae, P. aeruginosa e M. smegmatis) os
resultados demonstraram acgédo antimicrobiana com os extratos de éter de petrdleo,
metanol e etanol sendo que o extrato metandlico apresentou maior inibicdo contra S.

aureus.

Analisando-se os estudos apresentados percebe-se que tanto extratos
vegetais quanto 6leos essenciais de plantas do género Eugenia apresentam agao
antimicrobiana com diferentes graus de atividade (moderada, forte ou inativa) contra
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas dependendo da espécie vegetal
avaliada, sendo que alguns possuem tal atividade exclusivamente contra Gram-
negativas ou Gram-positivas. Estes dados condizem com o encontrado neste
estudo, uma vez que os extratos da espécie E. anomala foram inativos contra E. coli
e L. monocytogenes, apresentando eles acao bacteriostatica e bactericida em

concentracdes elevadas (CIM acima 1.000 pg/mL).

Dentre os estudos realizados sobre plantas da familia Myrtaceae diversos
estudos avaliaram a atividade antimicrobiana de extratos de plantas do género
Psidium contra diferentes patdégenos. Um dos estudos foi o desenvolvido por
Sanchez e colaboradores (2005) que avaliou a atividade antimicrobiana de extratos
etandlico:agua (1:1, 7:3 e 9:1) de folhas, raizes e caule de Psidium guajava L.
(Myrtaceae) contra E. coli, P. aeruginosa, B. subtilis, S. aureus, E. fecalis, S.
pyogenes, S. epidermidis, K. pneumoniae, E. cloacae, P. mirabilis e S. flexneri. Os
extratos demonstraram ser eficazes contra as bactérias Gram-positivas - S. aureus
(CIM = 500, 125 e 250 pyg/mL, respectivamente) e B. subtilis (CIM = 500 ug/mL), e
praticamente inativo contra as bactérias Gram-negativas E. coli e P. aeruginosa
(CIMs> 1.000 pg/mL).

No estudo de Nair & Chanda (2007) foi avaliada a atividade antimicrobiana de
fragdes (metanol, acetona e N,N-dimetilformamida) das folhas de Psidium guajava

(Myrtaceae). Os resultados demonstraram que os extratos apresentam acgéo
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antimicrobiana mais pronunciada contra bactérias Gram-positivas e moderada frente

Gram-negativa.

O estudo de Hema, Kumaravel e Elanchezhiyan (2009) avaliou a atividade
antimicrobiana de extratos etandlico de Piper nigrum (pimenta preta), Psidium
guajava (goiaba), Amomum cardamomo (cardamomo) e Cynogen dactylon (grama
Bermuda) contra P. lundensis, B. cereus, A. niger e A. flavus. Os resultados
mostraram que o extrato etandlico de P. guajava apresenta excelente atividade
antimicrobiana contra todos os microrganismos avaliados apresentando o maior

potencial de inibigéo.

Kuber e colaboradores (2013) avaliaram a atividade antimicrobiana de extrato
etandlico da casca da raiz de Psidium guajava (Myrtaceae) pelo método de difuséo
em agar em seis concentragdes diferentes, sendo que a atividade antimicrobiana
maxima foi obtida na concentragdo de 240 mg/mL contra S. aureus e B. subitilis e
atividade moderada contra P. vulgaris e E. coli. O extrato apresentou atividade
antimicrobiana minima nas concentragdes 10, 20, 40, 80 e 160 mg/mL frente a todos

0s microrganismos testados.

Richard e colaboradores (2013) avaliaram a acado antimicrobiana de extratos
brutos de folhas e casca de P. guajava (Myrtaceae) contra S. aureus e S.
epidermidis, os resultados mostraram que os extratos apresentam acéo
antimicrobiana sobre os microrganismos testados. Outro estudo foi o realizado por
Bona e colaboradores (2014) que avaliou a atividade antimicrobiana de extratos
brutos de trés espécies da familia Myrtaceae: Psidium guajava, Myrciaria cauliflora e
Syzygium cumini contra as bactérias B. subtilis subsp. spizizenii, E. coli, K.
pneumoniae, S. 79tandlic subsp., P. aeruginosa e S. aureus. A CIM dos extratos
variou entre 0,39 e 100 mg/mL, onde contra as bactérias Gram-positivas a variagao
das CIMs foi de 6,25 — 100 mg/mL e de 0,39 a 25 mg/mL contra as Gram-negativas.
Assim, neste estudo as bactérias Gram-negativas foram mais suscetiveis aos

extratos testados.

No estudo de Chetia e colaboradores (2014) foi avaliada a atividade

antimicrobiana de extratos (aquoso, metandlico, etandlico e de éter de petrdleo) de
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galhos jovens de Psidium guajava L. Os resultados obtidos mostraram que os
extratos etandlicos possuem agao antimicrobiana contra B. cereus e S. epiderme e
os extratos metandlicos agao contra B. cereus, S. epidermis, E. coli, S. aureus e P.

vulgaris.

Egga e colaboradores (2014) testaram extratos brutos de metanol, hexano e
acetato de etila de P. guajava (Myrtaceae) frente a S. aureous, S. pyogenes, B.
subtilis, C. albicans e P. aeruginosa. Conclui-se que os extratos possuem atividade
antimicrobiana contra todos os microrganismos testados, sendo o extrato metandlico
o mais eficiente. O valor da CIM contra B. subtilis e S. pyogenes foi de 500 pg/mL, e
100 pg/mL contra P. aeruginosa, C. albicans e S. aureus estando tal atividade

relacionada a presencga de taninos e flavonoides.

No estudo realizado por Wildner (2014) que avaliou a agado antimicrobiana de
extrato bruto aquoso e etandlico de E. anomala, E. pitanga, E. arenosa e P. salutare
os resultados obtidos demonstraram que o extrato bruto etandlico de P. salutare
apresentou 6tima atividade antimicrobiana (CIM = 39 pg/mL) seguido pelo extrato

bruto etandlico de E. arenosa (78 ug/mL).

Pode-se perceber que em diversos dos estudos citados anteriormente os
extratos brutos apresentam atividade antimicrobiana mais promissora quando
comparada aos extratos fracionados ou que empregaram solventes com polaridades
distintas, sendo que tal atividade pode estar relacionada ao sinergismo entre os
constituintes fitoquimicos das plantas. Portanto, extratos brutos de espécies vegetais
podem muitas vezes apresentar agao antimicrobiana mais pronunciada (efetiva)
contra patdégenos devido ao sinergismo entre os constituintes bioativos que sé&o
extraidos pelo solvente ou método de extragdo empregado, uma vez que
substancias isoladas podem alterar suas propriedades na presenca de outras
substancias (LEE & LEE, 2010; DELGADO-ADAMEZ et al., 2012).

Desta forma, a presenca de fitocomplexos em extratos brutos de plantas pode
estar relaciona a acdo antimicrobiana uma vez que o sinergismo entre os
constituintes demonstram efetividade maior contra microrganismos testados se
comparados a outros tipos de extratos (ARIAS et al., 2004; SIMOES et al., 2004).
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Nota-se que extratos vegetais e O6leos essenciais obtidos de plantas do
género Psidium também podem apresentar acdo antimicrobiana contra
microrganismos Gram-positivos e Gram-negativos sendo que dentre os estudos
citados tal atividade é mais pronunciada contra os microrganismos Gram-positivos
variando entre as espécies e microrganismos estudados, podendo também né&o
haver tal atividade (extratos inativos). Desta forma, os resultados obtidos neste
estudo avaliando-se extratos de P. salutare contra E. coli e L. monocytogenes estéo
em consonancia com o apresentado em outros estudos, sendo que somente o
extrato hexénico apresentou acdo antimicrobiana moderada contra L.
monocytogenes e o0s demais extratos foram inativos contra E. coli e L.

monocytogenes.

A acdo antimicrobiana do extrato de P. salutare contra a L. monocytogenes
pode estar relacionada ao fato das bactérias Gram-positivas serem mais sensiveis
por apresentarem uma camada unica na parede celular, ja as bactérias Gram-
negativas apresentam uma camada extra de lipopolissacarideos e proteinas na
parede celular que formam uma barreira de permeabilidade a agentes
antimicrobianos (FORSYTHE, 2013).

Visto que ndo ha na literatura mais estudos que demonstram as atividades
biolégicas das espécies vegetais estudadas E. anomala e P. salutare, pode-se
sugerir a otimizagao na produgao de extratos vegetais destas espécies empregando-
se outros métodos de extracdo e/ou mistura de solventes que podem extrair
substancias bioativas com agao antimicrobiana isolada ou sinérgica, pois os dados
disponiveis destas espécies obtidos no presente trabalho e no estudo de Wildner
(2014) comparando-se o emprego da técnica de esgotamento com solventes de
polaridade distinta (hexano, cloroférmio, acetato de etila e etanol) e uso de extratos
brutos (etandlico e aquoso), respectivamente, os extratos brutos apresentam melhor
potencial de agao antimicrobiano que pode estar relacionada a agao sinérgica entre

os constituintes bioativos das espécies vegetais.
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4.1.5 Citotoxicidade in vitro

Para a avaliacdo da citotoxicidade in vitro primeiramente determinou-se a
morte celular (%) causada pelos extratos de E. anomala e P. salutare na
concentracdo de 100 pg/mL para selecionar aqueles que apresentaram inibigao
celular proxima a 75%. Na Tabela 5 esta apresentado o percentual de morte celular

(%) e seu respectivo desvio padrao.

Tabela 5 — Morte celular (%) provocado pelos extratos de E. anomala e P. salutare
100 pg/mL

Citotoxicidade (% Morte Celular)

Extratos E. anomala P. salutare

Hexanico 74,04 + 4,17 76,79 £ 0,50
Cloroférmico 77,05+ 1,29 58,95 + 3,63
Acetato de Etila 61,78 £ 3,57 61,03 £ 5,30
Etandlico 61,90 + 3,84 63,10 + 2,21

Pode-se observar que os extratos de ambas as espécies apresentaram
mortalidade celular proximas ficando entre 58,95 a 77,05% sendo que entre a
espécie E. anomala os extratos hexanico e cloroférmico apresentaram grau de
mortalidade celular (%) mais elevado (74,04 £ 4,17 e 77,05 £ 1,29, respectivamente),
enquanto na espécie P. salutare foi o extrato hexanico que teve percentual maior
(76,79 = 0,50).

Os extratos foram classificados quanto a poténcia citotoxica de acordo com o
percentual de morte celular causado nas células testadas, onde é considerada
elevada a atividade citotoxica (mais de 75% de morte celular), atividade moderada
(entre 51 — 75%) e nenhuma atividade (abaixo de 50%). Desta forma, o extrato
cloroféormico de E. anomala e o hexanico de P. salutare apresentaram elevada
atividade citotoxica (77,05 e 76,79%, respectivamente) e os demais extratos
avaliados possuem atividade citotéxica moderada, pois, a morte celular variou entre
58,95 a 74,04% (MAHMOUD et al., 2011).

A Figura 21 mostra o perfil citotoxico dos extratos E. anomala e P. salutare.

Nota-se que todos demonstraram perfil citotdxico parecido causando morte celular
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acima de 60%. Desta forma os extratos de ambas as espécies vegetais podem ser

considerados téxicos numa concentracao de 100 ug/mL.

Figura 21 - Perfil citotoxico dos extratos de E. anomala e P. salutare
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Aplicando-se analise estatistica nos dados obtidos de citotoxicidade (% morte
celular) ndo houve diferenga significativa entre os extratos de ambas as espécies
vegetais estudadas.

A partir dos extratos que provocaram maior grau de morte celular (préximo a
75%) procedeu-se a avaliagdo da citotoxicidade empregando-se diferentes
concentragdes (100, 50 e 25 ug/mL) e calculou-se o IC50. O padrdo de comparagao

utilizado foi a doxorrubicina.

A citotoxicidade do padrdo apresentou um valor de IC50 de 1,88 ug/mL,
enquanto que os extratos atingiram valores de IC50 mais elevados sendo o extrato
cloroférmico e hexanico de E. anomala (IC50 de 25,56 ug/mL e 31,25 ug/mL,

respectivamente) e extrato hexanico de P. salutare (IC50 de 55,34 ug/mL).

Conforme critérios do Instituto Nacional Americano de Céncer (INC), a
citotoxicidade de extratos brutos em ensaios preliminares deve apresentar o limite
maximo de IC50 de 30 ug/mL para ser considerado promissor para purificagao e
emprego como antineoplasico (SUFFNESS & PEZZUTO, 1990; ITHARATA et al.,
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2004; ALZEER et al., 2014). Desta forma, os extratos cloroférmico e hexanico de E.
anomala apresentaram citotoxicidade muito interessante e promissora, pois o IC50
encontrado para ambos (25,56 e 31,25 pg/mL, respectivamente) esteve préximo ao

estabelecido para o emprego como antineoplasico.

O estudo realizado por Wildner (2014) o qual avaliou a citotoxicidade in vitro
de extratos brutos aquoso e etandlico de E. anomala e P. salutare demonstrou que o
extrato bruto etandlico de ambas as espécies provoca maior morte celular de 60,57
e 52,99%, respectivamente. Ainda, foi determinado o IC50 dos extratos a uma
concentragédo de 200 pg/mL e obteve-se um IC50 de 159 pg/mL para o extrato bruto
de E. anomala e 179 ug/mL para o extrato de P. salutare. Desta forma, a partir dos
resultados obtidos percebe-se que os extratos produzidos com o emprego de
solventes com polaridades distintas os quais promovem a extracao de substancias
diferentes em cada um deles conforme sua polaridade pode aumentar a agao

citotdxica das espécies vegetais estudadas.

Além disso, a avaliacdo da atividade antimicrobiana mostrou que o extrato
hexanico de P. salutare foi o Unico extrato dentre as espécies estudadas que possui
atividade moderada contra L. monocytogenes (CIM = 312,5 ug/mL) e agao citotoxica
elevada (morte celular = 76,79%) a uma concentragao de 100 pg/mL sugerindo

assim uma correlagao positiva entre tais atividades.

Assim, pode-se sugerir a realizagdo de mais estudos para a avaliagdo da
citotoxicidade e da atividade antitumoral dos extratos de E. anomala e P. salutare
empregando-se diferentes linhagens celulares normais e neoplasicas na busca por
um agente antineoplasico promissor advindo de planta, uma vez que extratos
obtidos de plantas sdo uma fonte muito interessante para o desenvolvimento de

novos farmacos desta categoria (ALZEER et al., 2014).



5 CONCLUSAO

Os extratos etandlico e de acetato de etila de E. anomala e P. salutare
apresentaram atividade antioxidante com valores de IC50 inferiores a 50 pg/mL
podendo estar relacionada a presenca de flavonoides e compostos fendlicos

extraidos com os solventes empregados.

A atividade antimicrobiana foi moderada somente com o extrato hexanico de
P. salutare contra L. monocytogenes numa CIM = 325 pg/mL, sendo que os demais

extratos ndo apresentaram tal atividade.

Todos os extratos estudados apresentaram acao citotdéxica contra as células
CHO-K1, sendo que os extratos cloroformico de E. anomala e hexanico de P.
salutare apresentaram elevada agéo citotoxica (morte celular acima 75%) e os

demais extratos agao citotoxica moderada, na concentragao de 100 pg/mL.

Além disso, os extratos cloroformico e hexanico de E. anomala apresentaram
citotoxicidade interessante sugerindo assim seu emprego em estudos antitumorais
uma vez que os valores de IC50 obtidos estdo proximos ao estabelecido pelo INC

para o emprego em agentes antineoplasicos.

O extrato hexadnico de P. salutare apresentou moderada atividade

antimicrobiana que pode estar relacionada a elevada acao citotoxica apresentada.

Desta forma, o presente estudo colaborou para a ampliacdo dos
conhecimentos e geragao de mais informacdes a respeito da atividade antioxidante,
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antimicrobiana e citotoxicidade in vitro dos extratos hexanico, cloroférmico, de
acetato de etila e etandlico de E. anomala e P. salutare que tratam-se de espécies
vegetais ainda nao referenciadas em publicagbes cientificas mas que demonstraram
ter potencial promissor para novos estudos e possivel aplicagdo como antioxidante
ou antimicrobiano de origem natural em produtos alimenticios ou como agente

antineoplasicos.

Novos estudos necessitam ser realizados otimizando-se o meétodo de
extragdo dos constituintes fitoquimicos das plantas para avaliagdo do possivel

aumento nas atividades avaliadas neste estudo e aprimoramento dos resultados.



PROPOSTA DE TRABALHOS FUTUROS

¢ Avaliagao da atividade antitumoral dos extratos de E. anomala e P. salutare;
e Otimizacdo do método de extracdo e avaliagdo dos constituintes quimicos

presentes nos extratos.
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