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RESUMO

Compostos bioativos extraidos de plantas com atividade bioldgica, como antimicrobiana
e antioxidante, podem ser a chave para a prevencao e\ou tratamento de diversas doencas,
por este motivo, o presente trabalho teve por objetivo avaliar o potencial antimicrobiano,
antibiofilme, antioxidante e citotoxico de extratos e fracfes de plantas utilizadas na
medicina popular, no estado de Pernambuco. Dez plantas foram coletadas e identificadas,
sendo estas, amora (Morus alba), aroeira (Schinus terebinthifolius), cajueiro-roxo
(Anacardium occidentale), capim limdo (Cymbopogon citratus), gengibre (Zingiber
officinale), mandacaru (Cereus jamacaru), pitangueira (Eugenia uniflora), sambacaita
(Hyptis pectinata), unha-de-gato (Uncaria tomentosa) e uxi-amarelo (Endopleura uchi).
Foram preparados extratos etanolicos destas plantas, bem como as fra¢cdes aquosas,
cloroférmicas e hexanicas destes extratos. Os extratos e fraces foram testados frente as
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Estes isolados bacterianos foram testados
quanto ao perfil de susceptibilidade a antimicrobianos pelos testes de difusdo em pocos,
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida Minima (CBM). Foi
realizada a quantificacdo do teor de compostos fenolicos, pelo ensaio Folin-Ciocalteu e
flavonoides pelo método colorimétrico com cloreto de aluminio, avaliado também o
potencial antioxidante pelos métodos de sequestro de radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil
(DPPH) e 2,2’-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico (ABTS), determinacéao da
atividade antibiofilme com o corante cristal violeta e teste de citotoxicidade celular
quantificado pelo método MTT, das plantas com maior potencial antimicrobiano. Foi
observado, pelo teste de difusdo em pocos que 0s extratos etandlicos com maior atividade
foram aroeira e pitangueira, com halos de inibicdo de 21,33 mm para Enterococcus
faecalis e 18,33 mm para Bacilus subitilis, respectivamente, a 20 mg.mL™. Foi possivel
identificar que o extrato etanolico da aroeira mostrou melhor atividade pelo teste de CIM,
para todas a cepas testadas, em especial para B. subtilis, E. faecalis, Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae com
valores de CIM variando de 0,78 a 1,56 mg.mL™*. A analise quantitativa do contetdo de
compostos fenolicos totais revelou maior presenca dos mesmos nas fragdes aquosas e em
seguida nos extratos etandlicos, ja o contetdo de flavonoides totais foi mais expressivo
para os extratos etanolicos, para ambas as plantas. Pelos testes de ABTS e DPPH a maior
porcentagem de eliminac&o ocorreu na menor concentragéo, 0,195 mg.mL™, tanto para o
extrato etandlico (92,04% e 80,42%), como para a fracdo aquosa (93,73% e 86,63%) da
aroeira, respectivamente. Com o extrato etandlico e fracdo aquosa das folhas de E.
uniflora, a eliminacdo média do ABTS foi de 93,33% e 92,29% e a elimina¢do média do
DPPH foi de 83,29% e 87,55%, respectivamente, a 0,195 mg.mL™. Foi identificado
reducdo do biofilme para o extrato etandlico da pitangueira até 87,08%. Assim pode-se
concluir que os extratos etandlico e fracdes aquosas de ambas as plantas possuem
expressivo teor de compostos fendlicos e flavonoides. Para a maioria das cepas Gram-
positivas e Gram-negativas testadas, aroira mostra atividade moderada, destacando
possivel potencial para sua atuacdo como antimicrobiano de amplo espectro, também
apresenta potencial antibiofilme para ambas as plantas. O extrato etandlico e a fracao
aquosa das folhas aroeira e pitangueira apresentam elevado potencial antioxidante,
quando analisados pelos métodos de ABTS e DPPH. O que demonstra que ambas as
plantas podem servir como matérias-primas para industria farmacéutica, uma vez que
possuem compostos bioativos com atividade bioldégica como antimicrobiana e/ou
antioxidante, bem como, justifica o vasto uso popular das mesmas.



Palavras-chave: Plantas medicinais, metabolitos secundarios, extratos, fracdes,
resisténcia antimicrobiana, radicais livres.



ABSTRACT

Bioactive compounds extracted from plants with biological activity, such as antimicrobial
and antioxidant, may be the key to the prevention and/or treatment of several diseases,
for this reason, the present work aimed to evaluate the antimicrobial, antibiofilm,
antioxidant and cytotoxic potential of extracts and fractions of plants used in folk
medicine, in the state of Pernambuco. Ten plants were collected and identified, these
being, amora (Morus alba), aroeira (Schinus terebinthifolius), cajueiro-roxo (Anacardium
occidentale), capim limdo (Cymbopogon citratus), gengibre (Zingiber officinale),
mandacaru (Cereus jamacaru), pitanga (Eugenia uniflora), sambacaita (Hyptis
pectinata), unha-de-gato (Uncaria tomentosa) and uxi-amarelo (Endopleura uchi). Then,
ethanol extracts of these plants were prepared, as well as their aqueous, chloroform and
hexane fractions. The extracts and fractions were tested against Gram-positive and Gram-
negative bacteria. The isolates were tested for their antimicrobial susceptibility profile by
diffusion tests in wells, at concentrations of 10 and 20 mg.mL™*, Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) and Minimum Bactericidal Concentration (MBC), at concentrations
from 0.195 to 25 mg.mL™. The quantification of the content of phenolic compounds, by
the Folin-Ciocalteu assay and flavonoids by the colorimetric method with aluminum
chloride, also evaluated the antioxidant potential by the 2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl
(DPPH) radical scavenging methods. and 2,2'-azinobis-3-ethylbenzothiazoline-6-
sulfonic acid (ABTS), determination of antibiofilm activity with crystal violet dye and
cell cytotoxicity test quantified by the MTT method, of plants with greater antimicrobial
potential. It was observed, by the diffusion test in wells, that the ethanolic extracts with
greater activity were aroeira and pitangueira, with inhibition zones of 21.33 for E. faecalis
and 18.33 for B. subitilis, respectively, at 20 mg.mL™. It was possible to identify which
aroeira ethanolic extract showed better activity by the MIC test, for all strains tested,
especially for Bacilus subtilis, Enterococcus faecalis, Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus, Escherichiacoli and Klebsiella pneumoniae with values of MIC
ranging from 0.78 to 1.56 mg.mL™. The quantitative analysis of the content of total
phenolic compounds reveals their greater presence in the aqueous fractions and then in
the ethanolic extracts, since the content of total flavonoids was more expressive for the
ethanolic extracts, for both plants. By the ABTS and DPPH tests, the highest percentage
of elimination occurred at the lowest concentration, 0.195 mg.mL ™, both for the ethanolic
extract, 92.04% and 80.42%, and for the aqueous fraction, 93.73% and 86.63% of S.
terebinthifolius, respectively. With the ethanolic extract and aqueous fraction of E.
uniflora leaves, the mean elimination of ABTS was 93.33 and 92.29% and the mean
elimination of DPPH was 83.29% and 87.55%, respectively, at 0.195 mg.mL™. Biofilm
reduction was identified for the E. uniflora ethanolic extract up to 87.08%. It can be
concluded that the ethanolic extracts and aqueous fractions of both plants have excellent
content of phenolic compounds and flavonoids. For most Gram-positive and Gram-
negative strains tested, S. terebinthifolius shows moderate activity, highlighting a
possible potential for its role as a broad-spectrum antimicrobial. Antibiofilm potential
was identified for both plants. The ethanolic extract and the aqueous fraction of the leaves
of S. terebinthifolius and E. uniflora have high antioxidant potential, when analyzed by
ABTS and DPPH methods. This demonstrates that both plants can serve as raw materials
for the pharmaceutical industry, since they have bioactive compounds with biological
activity such as antimicrobial and/or antioxidant, as well as justifying their vast popular
use.



Key words: antioxidant. antimicrobial resistance. natural products. secondary
metabolites.
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1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas tem se tornado cada vez mais comum a resisténcia a
antimicrobianos, consequentemente, aumentando o estimulo a busca de novos farmacos que
possam atuar no combate aos microrganismos resistentes, com destaque para os produtos de
origem natural, j& que 0os mesmos apresentam uma ampla variedade de compostos a serem
descobertos e estudados. As plantas e seus metabdlitos secundarios, que na maioria das vezes,
apresentam grande potencial frente a infecgdes de origem bacteriana, fungica, parasitaria ou
viral, entre tantas outras atividades (NEWMAN; CRAGG, 2020).

A resisténcia antimicrobiana esta associada ao uso indiscriminado de medicamentos e
afeta tanto a saude humana quanto animal, uma vez que resulta em farmacos ineficazes e
consequentemente impossibilitando o tratamento de infecgbes (OPAS, 2023). Como é o caso
da formacdo de biofilmes por bactérias, podendo aumentar consideravelmente a resisténcia
destas a tratamentos antibioticos (RIZI; GHAZVINI; NOGHODAR, 2018).

Entre as atividades associadas as plantas, a atividade antioxidante, € de grande
importancia, uma vez que compostos antioxidantes sdo capazes de minimizar ou impedir a acéo
deletéria de radicais livres nos organismos e consequentemente ser a chave na prevengédo ou
tratamento de doencas que afetam a homens e animais (SHARIFI-RAD et al., 2020;
LONGOBARDI et al., 2022; TOLEDO et al., 2023). Além de impedirem a deterioracdo de
alimentos devido a processos de oxidacdo, sendo de grande importancia para a inddstria
alimenticia (LOURENCO; MOLDAO-MARTINS:; ALVES, 2019).

Sendo assim, as plantas medicinais sdo importantes aliadas, consideradas como primeira
fonte de substancias para uso terapéutico, por apresentarem uma diversidade de fitoquimicos
com potenciais antimicrobianas e antioxidantes (CHOWDAIAH et al., 2019; ROCHA et al.,
2019; NEWMAN; CRAGG, 2020, SOBEH et al. 2020). Diversas técnicas podem ser
empregadas para a obtencdo de substancias produzidas na natureza, sendo necessario a
utilizacdo de métodos apropriados de extracao, a fim de se obter extratos e fracdes ricas em
compostos bioativos (LEFEBVRE; DESTANDAU; LESELLIER, 2021, KAPADIA et al.,
2022).

Tendo em vista 0 aumento continuo da resisténcia antimicrobiana a farmacos comerciais
e a necessidade de novos componentes que possam ser atuantes contra patdégenos, bem como,
0 conhecimento sobre atividade antioxidante das plantas e a valorizacdo do conhecimento

popular, este trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antimicrobiana, antibiofilme,

20



antioxidante, citotoxica e o perfil fitoquimico preliminar de extratos etanolicos e fragdes

quimicamente diversas de plantas medicinais utilizadas em Pernambuco.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Plantas medicinais

A utilizacdo de plantas medicinais na Regido Nordeste é uma pratica antiga e repassada
entre geracOes, tal pratica também esta relacionada a diferentes comunidades indigenas,
quilombolas, rurais e diversidade local. Sdo diversas as espécies utilizadas, para as mais
variadas finalidades farmacologicas como adstringentes, antifingicos, antimicrobianos,
cicatrizantes, anti-inflamatorios, antivirais, antidepressivos, analgésicos, cardiovasculares,
enddcrinos e estimulantes sdo algumas atividades relatadas. Sendo que as partes de plantas mais
utilizadas sdo folhas, raiz, casca, fruto e semente (SOUZA et al., 2019; MAGALHAES;
BANDEIRA; MONTEIRO, 2020).

Entre as plantas medicinais utilizadas como antimicrobianas na medicina popular do
Nordeste estdo Punica granatum L. (romd), Aloe vera L. (babosa), Chenopodium ambrosioides
L. (mastruz), Rosmarinus officinalis L. (alecrim), Zingiber officinale (gengibre), Azadirachta
indica (nim), Zyziphus joazeiro (juazeiro), Bryophyllum pinnatum (saido) e Plectranthus
amboinicus (malvari¢co), Cymbopogon citratus Stapf (capim-limdo), Hyptis pectinata L.
(sambacaitd) (BARACURY et al., 2016).

Na Caatinga, bioma exclusivamente brasileiro e o maior da Regido Nordeste,
encontram-se diversas plantas que apresentam potencial para uso medicinal, entre as quais,
destacam-se Hymenaea courbaril L. (jatoba), Pombalia calceolaria (L.) (pepaconha), Lippia
alba (Mill)) (erva-cidreira-de-arbusto), Blainvillea acmella (L.) (agrido), Operculina
macrocarpa (L.) (jalapa brasileira), Phyllanthus niruri L (quebra-pedra), Myracrodruon
urundeuva All (aroeira do sertdo), Erythroxylum vacciniifolium (catuaba), Anacardium
occidentale L. (cajueiro) e Eugenia uniflora L. (pitangueira) e Cereus jamacaru DC
(mandacaru) (MAGALHAES; BANDEIRA; MONTEIRO, 2020).
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2.1.1 Aroeira (Schinus terebinthifolius Raddi)

A espécie Schinus terebinthifolius Raddi. pertence a familia Anacardiaceae, género
Schinus L., popularmente conhecida como aroeira-da-praia, aroeira-de-remédio, aroeira-mansa,
aroeira-vermelha, estando amplamente distribuida em varios estados brasileiros (Rio Grande
do Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Bahia, Minas Gerais, Espirito Santo, Rio de
Janeiro, Sdo Paulo, Mato Grosso do Sul, Parand, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (SIBBR,
2019).

Trata-se de uma arvore ou arbusto que pode chegar de 3 a 15 m de altura, possuindo
uma copa larga e arredondada (Figura 1). O tronco geralmente é curto e tortuoso, com casca
externa grossa, sulcada e escamosa de coloracao escura, com casca interna avermelhada e com
aroma caracteristico. As folhas sdo compostas, alternas, imparipenadas, membranaceas e verde-
escuras. Os frutos apresentam coloragdo vermelho brilhante (CARDOSO e SILVEIRA, 2010).

Figura 1. Folhas, frutos (A) e arvore (B) de Schinus terebinthifolius Raddi., localizada

em Garanhuns — PE.
Fonte: Autoria prépria, 2022.

A mesma possui diversas finalidades, por exemplo, os frutos séo utilizados como
especiaria, enquanto a casca, folhas e raizes sdo frequentemente usados em medicina popular
no tratamento de diferentes distirbios de salde, tornando-a importante tanto de forma
econbmica, quanto medicinal (CARVALHO et al., 2013).
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Estudos envolvendo a familia Anacardiaceae relatam diversas atividades
farmacologicas, como atividade anti-leishmania (CARVALHO et al., 2017), propriedades
gastroprotetoras e anti-inflamatorias (GALVAO et al., 2018), antimicrobianas, antioxidante
(D'SOUSA'COSTA et al., 2015), analgésicas (PICCINELLI et al., 2015) e antivirais (NOCCHI
etal., 2017).

Na medicina popular, S. terebinthifolius € usada no tratamento de diversas doencas,
como por exemplo, infecgdes do trato respiratério, distarbios urinarios, febrifugo, analgésico,
anti-inflamatorio, antimicrobiano, cicatrizante, doencas sexualmente transmissiveis e distarbios
digestivos (GALVAO et al., 2018; ROCHA et al., 2019); fazendo parte da Lista Nacional de
Plantas Medicinais de Interesse do Sistema Unico de Satde - SUS - RENISUS (BRASIL,
2009).

Estudos fitoquimicos de extratos metandlicos de folhas de S. terebinthifolius relataram
a presenca de polifendis e flavonoides como principais componentes (EL-MASSRY et al.,
2009, SANTANA et al., 2012), em outro estudo, foram identificados os compostos fendlicos,
antraquinonas, alcaloides e terpenoides (BARBIERI et al., 2014). Ainda a partir do extrato
metandlico de folhas, foram identificados dois derivados do acido galico, 1,2,3,4,6-penta-O-
galoil-B-glucopirandsido e galato de metila; e quatro flavonoides, robustaflavona, quercetina,
quercetrina e luteolina (SILVA et al., 2017). Compostos fendlicos e flavonoides, em especial o
acido galico, galotanino e flavondis glicosilados foram os ultimos a serem identificados
(ROCHA et al., 2019).

No extrato etandlico de folhas de S. terebinthifolius, diversos compostos fendlicos ja
foram identificados, entre eles, estdo o acido cafeico, 0 &cido cumarico e o &cido singarico (EL-
MASSRY et al., 2009). Triterpenos tirucalanos, foram isolados por técnicas cromatograficas e
confirmados por ressonancia magnetica nuclear e analise espectral (MORAIS et al., 2014).

Outro estudo utilizou dois métodos distintos de extracdo e identificou diferencas de
acordo com a técnica utilizada, por ultrassom foram obtidos maiores teores de flavonoides e
por maceragdo foi obtido maior teor de compostos fendlicos totais. Através de analises de
espectrometria de massa, foram identificados como principais componentes dos extratos a
quercetina, além dos acidos ferulico e cafeico (ULIANA et al., 2016). Da Silva et al. (2018),
relataram a presenca de acidos fendlicos, taninos, acidos graxos e triterpenos, por analises
fitoquimicas e a presenca de galato de etila, em espectrometria de massas.

Quando avaliado o potencial antimicrobiano, nos extratos metandlico e acetato de etila
de folhas de S. terebinthifolius, os mesmos demonstraram inibicao na formacéo de biofilmes in

vitro frente aos microrganismos Streptococcus mutans e Candida albicans com valor da
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Concentragéo Inibitéria Minima de Aderéncia (CIMA) de 0,007 mg.mL™ para ambas as cepas
(BARBIERI et al., 2014).

Ao estudarem a atividade antimicrobiana de extrato etanolico, extrato de diclorometano
e Oleo essencial de folhas da aroeira, pelo método de difusdo em disco e concentragdo minima
de inibicdo (CIM), os resultados indicaram que o extrato de diclorometano de folhas mostrou
forte inibicdo no crescimento das cepas Pseudomonas aeruginosa (23 mm com CIM de 0,55
mg.mLY), Staphylococcus aureus (20 mm com 0,6 mg.mL™?), Aspergillus niger (18 mm com
0,85 mg.mL™), Aspergillus parasiticus (15 mm com 0,8 mg.mL™) e Candida albicans (19 mm
com 0,75 mg.mL™2). O dleo essencial e o0 extrato etandlico mostraram atividade moderada com
valores de CIM variando entre 0,75 e 1,10 mg.mL™, sendo a menor atividade para cepa
Escherichia coli, como controle positivo foram utilizados sulfato de gentamicina e nistatina (50
Ul) (EL-MASSRY et al., 2009).

Ainda se tratando de extratos etandlicos de folhas, foi identificada maior inibicdo frente
a S. aureus e E. coli e atividade moderada para C. albicans com valores de CIM de 500, 250 e
750 pg.mL™:, respectivamente, em comparagio ao 6leo essencial com valor de CIM > 1000
ug.mL e ao controle positivo com norfloxacina CIM > 500 pg.mL™, amplamente utilizada no
tratamento em infecgdes do trato urinario (ULIANA et al., 2016).

Avaliando-se a atividade antimicrobiana de extrato etanolico e suas fracGes, obtidas de
frutos e folhas de S. terebinthifolius contra E. coli, S. aureus resistente a meticilina (MRSA),
Cryptococcus neoformans e C. albicans, observou-se que todas as amostras analisadas
mostraram efeito microbicida. A maior sensibilidade para as amostras analisadas foi observada
contra a cepa E. coli, com valores de 78 pg.mL™* para CBM e CIM, para o extrato etandlico e
para a fragdo hexanica, e de 39 ug.mL™? para fracdo com o acetato de etila (DA SILVA et al.,
2018).

2.1.2 Pitangueira (Eugenia uniflora L.)

Conhecida popularmente como pitangueira, Eugenia uniflora L. é uma espécie nativa
do Brasil e amplamente distribuida nas regides Centro-Oeste, Nordeste, Sudeste e Sul. Trata-se
de um arbusto denso que normalmente apresenta de dois a quatro metros de altura (Figura 2).
As folhas sdo opostas, simples, com peciolo curto de mais ou menos 2,0 mm, e quando
maceradas exalam um odor caracteristico. Sua fenologia é fortemente influenciada pelas
condicBes climéticas e por este motivo as épocas de floragdo e frutificacdo, podem variar
(SIBBR, 2021).
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Figura 2. Folhas, frutos (A) e arvore (B) de Eugenia uniflora L., localizada em Garanhuns —
PE.

Fonte: Autoria propria, 2022.

Na medicina tradicional, a mesma é utilizada para diversas finalidades de tratamento de
doencgas infecciosas, principalmente contra infec¢des intestinais, além de afrodisiaco, anti-
inflamatorio, diurético, antirreumatico, antidiabético, antifebril entre outras possibilidades.
Diversas partes das plantas sdo utilizadas para estas finalidades, desde galhos, folhas, frutas e
partes aéreas, especialmente por meio de infusbes (DE SOUZA et al., 2018; FIDELIS et al.,
2022).

Além disso, diversos estudos estdo sendo realizados a fim de elucidar seu potencial
antioxidante, antimicrobiano, anti-inflamatdrio, analgésico, antidiabético (FALCAO et al.,
2018; SOBEH et al., 2019), hepatoprotetor (SOBEH et al., 2020), neuroprotetor (FLORES et
al., 2020), antiparasitario (ABDELFATTAH et al., 2021), dentre outras diversas atividades.
Assim como, o perfil quimico de seus extratos etanélicos e frages (FALCAO et al., 2018).

Estudos a respeito dos compostos isolados da planta vém sendo descritos na literatura,
quando avaliado extratos produzidos a partir de folhas de E. uniflora. Na andlise fitoquimica
do extrato metandlico de E. uniflora, foi identificado a presenga de fendis, taninos, chalconas,
auronas, flavonas, catequinas, flavonoides, saponinas, acidos fortes fixos, esteroides livres e

quinonas (SILVA et al., 2012). Também utilizando extrato metandlico de folhas de E. uniflora,
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submetidas a procedimentos cromatograficos e a caracterizagdo dos compostos por analises
ultravioleta, espectrometria de massa e ressonancia magnética nuclear, foi isolado um novo
composto, acido galico 3-O-[6'-O-acetil-p-D-glucosideo], juntamente com 16 metabolitos
secundarios vegetais ja conhecidos (SOBEH et al., 2019).

Quando avaliado o extrato etanolico de folhas de E. uniflora, por cromatografia liquida
de alta eficiéncia, foram identificados os &cidos galico, clorogénico, cafeico, elagico, bem como
0s compostos cianidina, delfinidina, rutina, quercitrina, isoquercitrina, quercetina, campferol e
luteolina. No mesmo estudo, foi demonstrado ainda que o extrato em questdo nao foi citotdxico
nem genotdxico para leucécitos humanos nas concentracfes testadas (DA CUNHA et al.,
2016).

Pela técnica de microextracdo em fase solida foi identificado a presenca de 33
compostos em amostras de folhas de E. uniflora, com biétipos de frutos de coloracdo laranja,
vermelho e roxo. Destes, a maioria dos constituintes volateis pertencem a classe dos
hidrocarbonetos sesquiterpenos (MESQUITA et al., 2017). Enguanto, no perfil cromatografico
obtido com o extrato acetonico de folhas de E. uniflora foram identificados a presenca de um
acido galico e miricitrina (SOUZA et al., 2018).

Quando avaliado a composicdo quimica de extrato acetonico bruto, fracdo aquosa e de
acetato de etila de folhas de E. uniflora foram identificados através de analises cromatograficas
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), os compostos acido galico e acido elagico
e o flavonoide miricitrina (FALCAO et al., 2018). No perfil fitoquimico da fracéo acetato de
etila de folhas vermelhas de E. uniflora foram identificados uma grande variedade de polifendis,
como quercetina, miricetina, apigenina e kaempferol (SOBEH et al., 2020).

Quando analisado a atividade antimicrobiana do extrato acetdnico bruto, fracGes
aquosas e acetato de etila das folhas da pitangueira foi observado que 0s mesmos inibiram o
crescimento bacteriano de Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Enterococcus
faecalis e uma cepa de Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), Salmonella
enteritidis e Pseudomonas aeruginosa, com valores de CIM variando de 0,000313 a 0,0025
mg.mL™. O extrato acetdnico nio apresentou acio frente a S. aureus MRSA. Os antibiéticos
cefalotina, gentamicina e vancomicina foram utilizadas como controle positivo com valores de
CIM variando de 0,00025 a 0,008 mg.mL (FALCAO et al., 2018).

Em um estudo, onde foi avaliado a atividade antibacteriana in vitro, do extrato etandlico
de folhas de E. uniflora, foi identificado que o mesmo reduziu a formacdo de biofilme de
Streptococcus mutans, S. oralis e Lacticaseibacillus casei, além da reducdo de sangramentos
causados por gengivite (JOVITO et al., 2016).
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Ao analisarem a atividade antibacteriana do extrato metandlico bruto de folhas de E.
uniflora, frente a cepas S. aureus e E. coli, SILVA et al (2012) observaram valor da CIM de
24,1 e 15,9 mg.mL™?, respectivamente, neste estudo néo foi utilizado controle positivo.

Em um estudo de Fiuza et al. (2008), o extrato etandélico bruto das folhas de E. uniflora
inibiu o desenvolvimento das bactérias Gram-positivas S. aureus, S. epidermidis, Micrococcus
roseus, M. luteus, Bacillus cereus, B. stearothermophylus e B. subtilis e a cepa Gram-negativa
P. aerugionosa, com CIMs variando de 0,273 a 8,75 mg.mL™.

Ao utilizarem o extrato etandlico de folhas de E. uniflora com potencial antifungico
frente a cepas Candida albicans, Candida krusei e Candida tropicalis, Santos et al. (2013),
constataram que 0 mesmo apresentou uma CIM > 1,024 mg.mL™?, o que ndo demonstrou
relevancia do mesmo como antifingico, no entanto, foi observado efeito sinérgico quando
houve associa¢do do mesmo com o metronidazol contra a cepa de C. tropicalis, reduzindo a
CIM desse antifingico em quatro vezes.

Quando se trata de atividade antifungica do extrato bruto utilizando o solvente acetona
frente a diferentes espécies de Candida spp., foi identificado uma Concentracdo Inibitdria
Minima (CIM) de 0,312 mg.mL para C. albicans, C. dublinienis e C. parapsilosis e de 0,625
mg.mL* para C. tropicalis e C. glabrata. Bem como, foi identificado que o mesmo reduziu de
forma significativa a formacao de biofilmes em cepas produtoras de biofilme de C. albicans e

C. tropicalis, na concentragdo de 1 mg.mL™* (SOUZA et al., 2018).

2.2 Metabdlitos secundarios de plantas

Metabdlitos secundarios sdo compostos quimicos sintetizados a partir do metabolismo
de plantas que atuam em fungOes essenciais, principalmente na adaptacdo das mesmas em
condigdes de estresses bidticos e abidticos do meio ambiente, sobretudo na protecdo contra
herbivoros, bactérias, fungos, virus e plantas concorrentes (ERB; KLIEBENSTEIN, 2020).

Fatores genéticos e ambientais podem interferir na biossintese e no acimulo de
metabdlitos secundarios nas plantas, como luz, temperatura, umidade do solo, fertilidade do
solo, estacdo do ano, radiacdo ultravioleta e salinidade. Para a maioria das plantas, a mudanca
de apenas um destes fatores pode levar a mudancas quimiotipicas ou alterar os niveis dos
metabolitos presentes nas mesmas, ainda que 0s demais fatores permanecam constantes
(YANG et al., 2018; YESHI et al., 2022).
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Os metabolitos secundarios de plantas sdo utilizados com finalidades medicinais e mais
de 25% das drogas existentes tem como base esses metabdlitos, sejam como farmacos ou
servindo de matéria prima para modificacdes semissintéticas, bem como aditivos alimentares
para fins terapéuticos, aromaticos e culinarios (YANG et al., 2018; YESHI et al., 2022).
Compostos naturais de variadas classes sdo utilizados com diversas finalidades medicinais
como, por exemplo, antigota, expectorante, anticancer, analgésico, anti-alzheimer,
antimalarica, antisséptica, antiemético, entre outras (YANG et al.,, 2018; WAWROSCH,;
ZOTCHEV, 2021).

Existem trés principais grupos de metabolitos secundarios de plantas que sdo os
terpenoides que incluem esterais, carotenoides, saponinas e glicosideos; os compostos fendlicos
que incluem flavonoides, acidos fenolicos, lignina, lignanas, cumarinas, estilbenos e taninos; e
por fim compostos contendo nitrogénio que seriam os alcaloides, glucosinolatos e glicosideos
cianogénicos (YESHI et al., 2022).

Martinez et al. (2021) reportaram o0s produtos antibacterianos mais utilizados em
estudos entre 2016 a 2021, tendo como base compostos de origem vegetal, identificando que a
grande maioria dos estudos relaciona esta atividade a extratos vegetais, seguido dos compostos
puros como terpenos, flavonoides, &cidos fenolicos e alcaloides. Entre os compostos que
apresentaram atividade antimicrobiana alta com valores de CIM inferiores a 0,01 mg.mL* estdo
os flavonoides. O mecanismo de acao de terpenos e flavonoides esta associado principalmente
ao rompimento da membrana plasmatica bacteriana e extravasamento do contetdo intracelular
(MARTINEZ et al., 2021).

Entre as atividades associadas aos flavonoides, também esta a acdo antioxidante dos
mesmos, minimizando a peroxidacdo lipidica e o efeito dos radicais livres. Além destes, fendis,
acidos fenolicos, carotenoides sdo compostos relacionados a esta atividade (SOBEH et al.,
2020; TOLEDO et al., 2023).

2.3 Resisténcia antimicrobiana

A importancia do estudo de novas substancias antimicrobianas, como os metabolitos
secundario de plantas, esta diretamente relacionada ao mau uso de substancias na prevencao,
controle ou tratamento de doencas infecciosas em humanos e animais, tem contribuido

significativamente para 0 aumento da resisténcia a antimicrobianos. Esse aspecto, tem se
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agravado, pela transmissdo de agentes infecciosos resistentes de pessoa para pessoa e através
de fontes ambientais. Tornando cada dia mais dificil o desenvolvimento de tratamentos
eficientes no combate dessas infecgdes em especial quanto ao uso de antibioticos (BRINKAC
etal., 2017; MCEWEN; COLLIGNON, 2018).

A grande maioria das classes de antimicrobianos utilizados em humanos, também é
usada em animais, para manter a salde e a produtividade, especialmente na bovinocultura,
avicultura e suinocultura, onde ha uma crescente utilizacdo de antibidticos na prevencao de
doengas e como promotores de crescimento. Estima-se que este aumento quanto ao uso de
antimicrobianos de forma global seré& de 67%, entre os anos de 2010 a 2023 (BOECKEL et al.,
2015), desta forma, quando se trata da saude animal, é importante considerar 0 uso de
antimicrobianos de forma indiscriminada, uma vez que estes na sua maioria das vezes sao de
suma importancia no combate de infecgdes para os seres humanos (MCEWEN; COLLIGNON,
2018).

Outros fatores causadores da resisténcia antimicrobiana que devem ser destacados é a
venda de antibidticos sem prescri¢cdo médica, aplicagdo em lavouras, saneamento inapropriado
e descarte inadequado de medicamentos ou residuos industriais que podem levar a poluicéo de
solos e corregos, permitindo que microrganismos desenvolvam resisténcia (SAMREEN et al.,
2021).

A Organizacdo Mundial de Saude recentemente sinalizou o aumento da resisténcia a
antibioticos em infecgbes bacterianas na corrente sanguinea acima de 50% para as bactérias
Klebsiella pneumonia e Acinetobacter spp., sendo necessario a utilizacdo de antibiéticos de
altimo recurso como os carbapenémicos, sendo que, 8% das infecgdes por Klebsiella
pneumoniae mostraram-se resistentes aos carbapenémicos, elevando assim o risco de morte em
humanos. Além disso, infec¢des por Escherichia coli e Salmonella spp. aumentaram em pelo
menos 15%, comparado aos anos anteriores (OMS, 2022).

Também foi identificado aumento da resisténcia a farmacos utilizados no tratamento das
doencas causadas por vérias bactérias que acarretam infec¢cGes comuns, como foi observado em
mais de 20% dos isolados de E. coli, patdgeno mais comum em infec¢des do trato urinario,
mostrando resisténcia aos medicamentos de primeira linha como ampicilina e cotrimoxazol e
aos tratamentos de segunda linha como é o caso das fluoroquinolonas (OMS, 2022).

Todos esses fatores influenciam diretamente na questdo econémica mundial, gerando
um alto custo financeiro, principalmente pelos custos do tratamento relacionados a maior
duracdo em hospitalizacdes, além de colocar milhdes de vidas em risco (SAMREEN et al.,

2021). Estima-se que 1,3 milhdo de pessoas morrem anualmente devido a resisténcia bacteriana.
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Ademais, é importante ressaltar que 1,3 bilhdo de pessoas dependem da pecuéaria para sua
subsisténcia, especialmente em paises em desenvolvimento. O aumento de cepas resistentes
afeta diretamente essa atividade, uma vez que causa maior sofrimento e perdas de animais (OIE,
2022).

Em acgdo conjunta a Organizacdo das Nagdes Unidas para Agricultura e Alimentacéo
(ONU/FAO), o Programa das Nac@es Unidas para o Meio Ambiente (PNUMA\), a Organizacéo
Mundial da Saude (OMS) e a Organizacdo Mundial de Saude Animal (OIE), recentemente
lancaram uma plataforma multissetorial de resisténcia antimicrobiana, com o intuito de garantir
que as crescentes ameacas e impactos da resisténcia antimicrobiana sejam abordados
globalmente (FAO; UNEP; WHO; WOAH, 2022). Por estes motivos, torna-se necessario a
busca por novas alternativas que atuem no combate a estas infeccdes.

A resisténcia microbiana ocorre quando o micro-organismo (bactérias, fungos, virus ou
parasitos) sofrem alteragdes quando expostos ao uso indevido ou excessivo a antimicrobianos,
resultando em farmacos ineficazes e impossibilitando o tratamento de infeccdes, levando ao
aumento do risco de transmissdo para outras pessoas e/ou animais (OPAS, 2023).

A mesma pode ocorrer de forma intrinseca, adquirida ou adaptativa. De forma
intrinseca, ou seja, fatores inerentes a bactéria, como é o caso de bactérias Gram-negativas, que
possuem maior impermeabilizacdo da membrana externa por possuirem uma camada de
peptidoglicanos. A adquirida ocorre quando a bactéria previamente sensivel adquire resisténcia
por mutacdo ou aquisicdo de material genético por transferéncia horizontal de genes
(transformacdo, transducdo ou conjugacéo). E adaptativa, quando o micro-organismo se torna
resistente a um ou mais antibioticos por fatores ambientais, como estresse, pH, condi¢des
nutricionais, niveis subinibitorios do farmaco, formacdo de biofilmes, entre outros, de tal
maneira que acontece de forma transitoria (CHRISTAKI; MARCOU; TOFARIDES, 2019).

A formacdo de superficies de biofilme consiste na produgdo de uma matriz
polissacaridica, produzida por bactérias livres (plactonicas) que facilitam o acesso das mesmas
a nutrientes, a multiplicacdo e unido entre células bacterianas formando uma estrutura complexa
(OLSEN, 2015).

Tal estrutura dificulta 0 acesso de antibioticos as células bacterianas presentes em
camadas mais internas do biofilme, uma vez que a diminui¢do do contato das mesmas com o
ambiente, bem como a penetracdo de substancia acontece de forma lenta e restrita (RIZI;
GHAZVINI; NOGHONDAR, 2018), podendo aumentar em até 1000 vezes a resisténcia a
tratamentos antibioticos, quando comparadas a infeccBes por bactérias que ndo apresentam
atividade formadora de biofilmes (OLSEN, 2015).
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2.4 Radicais livres e antioxidante

Radicais livres sdo produzidos pelo metabolismo celular, como por exemplo respiracéo,
digestdo ou atraves de eventos patoldgicos e, quando em excesso no organismo podem causar
oxidacao de moléculas bioldgicas, podendo destruir componentes celulares, impedir a acdo de
enzimas importantes, causar danos ao DNA, proteinas e lipideos, bloguear a geracdo de energia,
dentre outras acdes (SHARIFI-RAD et al., 2020).

Os mesmos podem ser classificados como EROS, quando se trata de espécies reativas
de oxigénio (PISOSCHI; POP, 2016). Em quantidade adequada, os radicais livres atuam em
funcBes para homeostase do organismo, como por exemplo na destruicdo intracelular de
bactérias por fagocitose, imunidade e defesa celular. Porém em desequilibrio, podem estar
envolvidos com um grande nimero de doengas (SHARIFI-RAD et al., 2020).

Os principais radicais livres derivados do oxigénio sdo superdxido (O2.) e radical
hidroxila (HO-), estes estdo associados condigdes de danos celular e apoptose (PADUREANU
et al., 2019). Por este motivo estdo relacionados a doencas diversas, como neoplasias, diabetes,
doengas pulmonares (REUTER et al., 2010), artrite (OLEIVEIRA; SCHOFFEN, 2010),
acidente vascular cerebral, problemas cardiacos (LONN et al., 1994), doencas neurolégicas e
neurodegenerativas (PADUREANU et al., 2019) e envelhecimento (HYUN et al., 2006).

Na Medicina Veterinadria, ha evidencias de que o acumulo de ERO esta ligado
diretamente na etiologia e patogenia de diversas doencas, como afeccbes e cancer renal
(LONGOBARDI et al., 2022), doencas hepaticas, cardiovasculares (RODRIGUEZ; MENGE;
CERON, 2011), doencas metabdlicas, respiratorias, inflamatorias e articulares (CELI, 2011).

Os antioxidantes sdo substancias produzidas pelo corpo ou absorvidas na dieta que
atuam impedindo o excesso de radicais livres no organismo e consequentemente reduzem e/ou
inibem a agdo danosa dos mesmos. Os antioxidantes naturais podem ser classificados em
enddgenos, enzimaticos ou ndo enzimaticos, ou exdgenos, estes por sua vez, podem ser
oriundos de alimentos, farmacos e suplementos alimentares. Alguns exemplos sdo 0s
carotenoides, acidos fenolicos, flavonoides, taninos, entre outros (PISOSCHI; POP, 2016).

Uma vez que para a planta, esses compostos sdo importantes para controlar o estresse
oxidativo causado pelos raios solares (SCARTEZZINI; SPERONI, 2000), nos organismos, 0s
compostos fendlicos estdo associados a prevencdo de doencas cronicas e degenerativas
causadas pelo estresse oxidativo (SANTOS-BUELGA et al.,, 2019). Entre as atividades
associadas aos flavonoides, estd a acdo antioxidante dos mesmos, minimizando a peroxidacéo

lipidica e o efeito dos radicais livres (TOLEDO et al., 2023), fornecendo protecdo contra
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oxidacdo, inflamacao e doengas cronicas (SHEN et al., 2022). Alguns fitoquimicos, ingeridos
de forma diaria, tem mostrado acdo na prevencdo do cancer e no tratamento de doencas
incluindo cancer, diabetes, doencas cardiovasculares e disturbios neurodegenerativos
(SHARIFI-RAD et al., 2020).

Para a industria alimenticia, os antioxidantes naturais sdo utilizados, uma vez que 0s
mesmos podem evitar a oxidacdo de alimentos, e consequentemente reduzir a utilizacdo de
aditivos indesejaveis para saude, bem como impedir ou retardar a deterioracdo de alimentos,
como mudancas no sabor, odor, coloracdo e evitar perdas nutricionais (LOURENCO;
MOLDAO-MARTINS; ALVES, 2019).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial antimicrobiano, antioxidante, antibiofilme e citotdxico de extratos e

fragOes de plantas utilizadas na medicina popular dentro do estado de Pernambuco.

3.2 Objetivos especificos

e Obter extratos etanolicos de plantas medicinais;

e Obter fracdes aquosa, cloroférmica e hexanica a partir destes extratos;

e Avaliar atividade antimicrobiana dos extratos e fracoes;

e Avaliar atividade inibidora da formacéo de biofilme dos extratos e fracGes;
e Avaliar atividade citotdxica dos extratos e fracGes;

e Avaliar a atividade antioxidante de extratos e fragoes;

e Determinar o teor de compostos fendlicos e flavonoides de extratos e fragdes.
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CAPITULO |

POTENCIAL ANTIMICROBIANO, ANTIBIOFILME E CARACTERIZACAO
FITOQUIMICA PRELIMINAR DE EXTRATOS E FRACOES DE FOLHAS DE

Eugenia uniflora L. E Schinus terebinthifolius Raddi
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RESUMO

O aumento continuo da resisténcia antimicrobiana a farmacos comerciais, proporciona a
necessidade de buscar novos componentes que possam atuar no combate contra estes
microrganismos. Neste sentido, destacam-se os produtos de origem natural, j& que apresentam
grandes quantidades de compostos capazes de atuar de forma eficaz como antimicrobianos.
Dessa forma, esse trabalho teve como objetivo investigar as atividades antimicrobiana,
antibiofilme e o perfil fitoquimico preliminar de extratos etandlicos e fracGes aquosas,
cloroférmicas e hexanicas de Eugenia uniflora e Schinus terebinthifolius. As plantas foram
coletadas e devidamente identificadas e registradas, posteriormente foi obtido o extrato
etandlico bruto e fragBes aquosa, cloroférmica e hexanica pela técnica de particdo liquido-
liquido. Foi realizada a quantificacdo do teor de compostos fendlicos e flavonoides, pelo ensaio
Folin-Ciocalteu e pelo método colorimétrico com cloreto de aluminio, respectivamente. A
atividade antimicrobiana dos extratos etandlicos e fracGes foi realizada pelos testes de difusdo
em pocos nas concentragdes 10 e 20 mg.mL e os testes de Concentragéo Inibitoria Minima
(CIM) e Concentracéo Bactericida Minima (CBM), nas concentrag@es de 0,195 a 25 mg.mL™,
sendo testadas frente as bactérias Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus faecalis
ATCC 29212, Bacillus subtilis UFPEDA 86, Listeria monocytogenes ATCC 19117,
Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae UFPEDA 396, Pseudomonas
aeruginosa UFPEDA416 and Salmonella typhimurium ATCC 14028. Além disso, foi avaliado
o0 potencial antibiofime utilizando o ensaio com o corante cristal violeta. Foi possivel identificar
que a andlise quantitativa do conteido de compostos fenolicos totais apresentou maior presenca
dos mesmos nas fraces aquosas 97,08 e 79,78 mgEAG.g?, ja o contetido de flavonoides totais
foi mais expressivo para os extratos etanolicos 53,29 e 56,88 mgEQ.g?, para S. terebinthifolius
e E. uniflora, respectivamente. O extrato etanolico de S. terebinthifolius mostrou melhor
atividade para todas a cepas testadas em especial para B. subtilis, E. faecalis, L. monocytogenes,
S. aureus, E. coli e K. pneumoniae com valores de CIM variando de 0,78 a 1,56 mg.mL™. A
fragdo aquosa inibiu o crescimento bacteriano frente a maioria das cepas testadas, em destaque,
a cepa E. faecalis com CIM de 0,78 mg.mL™. Houve reduc&o do biofilme em até 32,8% para o
extrato etandlico de S. terebinthifolius frente a E. faecalis. Para a planta E. uniflora essa reducéo
variou de 49,65 - 87,08% e 26,41 - 57,29%, para o extrato etanolico e fracdo aquosa,
respectivamente, frente a L. monocytogenes. Para a maioria das cepas Gram-positivas e Gram-
negativas testadas, S. terebinthifolius mostra atividade moderada, destacando um possivel
potencial para sua atuagdo como antimicrobiano de amplo espectro. Por sua vez, E. uniflora,
apesar de apresentar menor potencial de inibicdo pelo teste CIM quando comparado com a S.
terebinthifolius, ainda apresenta potencial bioldgico, o que pode fomentar novas pesquisas. O
que demonstra que ambas as plantas podem servir como matérias-primas de carater
antimicrobiano, bem comao, justifica o vasto uso popular das mesmas e o grande potencial que
0 bioma caatinga e sua diversidade, em especial as plantas S. terebinthifolius e E. uniflora
representam para a industria farmacéutica.

Palavras-chave: Aroeira. Compostos fendlicos. Flavonoides. Microrganismos . Pitanga.
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ABSTRACT

In recent decades, antimicrobial resistance has become increasingly common and,
consequently, the search for new drugs that can act in the fight against resistant microorganisms
has become increasingly common, with emphasis on products of natural origin, since they
represent a wide variety of. Thus, this work aimed to investigate the antimicrobial, antibiofilm
and preliminary phytochemical profile of ethanolic extracts and aqueous, chloroformic and
hexane fractions of Eugenia uniflora and Schinus terebinthifolius. The plants were collected
and properly identified and registered, subsequently obtaining the crude ethanol extract and
aqueous, chloroform and hexane fractions using the liquid-liquid partition technique. The
antimicrobial activity of ethanolic extracts and fractions was performed by diffusion tests in
wells at concentrations 10 and 20 mg.mL™ and Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and
Minimum Bactericidal Concentration (MBC), at concentrations from 0.195 to 25 mg.mL ™,
tested against the bacteria Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus faecalis ATCC
29212, Bacillus subtilis UFPEDA 86, Listeria monocytogenes ATCC 19117, Escherichia coli
ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae UFPEDA 396, Pseudomonas aeruginosa UFPEDA416
and Salmonella typhimurium ATCC 14028. The quantification of the content of phenolic
compounds and flavonoids was performed using the Folin-Ciocalteu test and the colorimetric
method with aluminum chloride, respectively. In addition, the antibiofilm potential was
evaluated using the crystal violet dye assay. It was possible to identify that the quantitative
analysis of the content of total phenolic compounds showed a greater presence of them in the
aqueous fractions 97.08 and 79.78 mgEAG.g-1, whereas the content of total flavonoids was
more expressive for the ethanolic extracts 53,29 and 56.88 mgEQ.g-1 for S. terebinthifolius and
E. uniflora, respectively.The ethanol extract of S. terebinthifolius showed better activity for all
tested strains, especially for B. subtilis, E. faecalis, L. monocytogenes, S. aureus, E. coli and K.
pneumoniae with MIC values ranging from 0.78 to 1.56 mg.mL™. The aqueous fraction
inhibited bacterial growth against most strains tested, in particular, E. faecalis strains with MIC
of 0.78 mg.mL™. There was a biofilm reduction of up to 32.8% for the ethanolic extract of S.
terebinthifolius against E. faecalis, for the E. uniflora plant this reduction ranged from 49.65%
- 87.08% and 26.41% - 57.29 %, for the ethanolic extract and aqueous fraction, respectively,
against L. monocytogenes. For most Gram-positive and Gram-negative strains tested, S.
terebinthifolius shows moderate activity, highlighting a possible potential for its performance
as a broad-spectrum antimicrobial. In turn, E. uniflora, despite having a lower inhibition
potential by the MIC test when compared to S. terebinthifolius, still shows biological potential,
which can encourage further research. This demonstrates that both plants can serve as
antimicrobial raw materials, as well as justifies their vast popular use and the great potential
that the caatinga biome and its diversity have, especially the plants S. terebinthifolius and E.
uniflora represent for the pharmaceutical industry.

Keywords: aroeira. flavonoids. microorganisms. phenolic compound. pitanga.
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1. INTRODUCAO

Na &rea médica, seja ela humana ou veterinaria, praticas e saberes populares sdo bastante
utilizados na prevencédo e tratamento de enfermidades de diferentes etiologias (GIORDANI et
al., 2016). A utilizacdo de plantas medicinais € uma atividade repassada entre geragdes, sendo
diversos os fatores que contribuem para aplicacdo deste recurso, como o excelente custo-
beneficio, a procura por produtos de origem natural e consequentemente mais sustentaveis
(BERNARDES et al., 2011) e o seu facil acesso (ZENI et al., 2017).

Nos ultimos anos, houve um crescente aumento na escolha de produtos vegetais como
alvo de estudos, com o intuito de isolar novos compostos que apresentem atividade
antimicrobiana (SHARMA et al., 2020). Alguns fatores estdo relacionados a esse aumento,
entre eles, a alta taxa de morbidade e mortalidade causada por microrganismos; vacinas
disponiveis que atuam na prevencdo apenas de uma pequena porcentagem das doencas
infecciosas; deterioracdo de alimentos por microrganismos e o desenvolvimento de resisténcia
aos antimicrobianos mais rapidamente do que a velocidade da descoberta de medicamentos
(LIMA FILHO; CORDEIRO, 2014; TILLOTISON et al., 2017; CHRISTAKI et al., 2020).

A resisténcia antimicrobiana é uma preocupacao global de saude humana e animal (OIE,
2018). O mau uso de substancias na prevencéo, controle ou tratamento de doengas infecciosas,
bem como o uso indiscriminado em sistemas de produgdo animal, tem contribuido
significativamente para esse aumento. Esse aspecto tem se agravado pela transmissdo de
agentes infecciosos resistentes de pessoa para pessoa e através de fontes ambientais, tornando
cada dia mais dificil o desenvolvimento de tratamentos eficientes, em especial quanto ao uso
de antibioticos (BRINKAC et al., 2017).

Sendo assim, as plantas medicinais sdo importantes aliadas, consideradas como primeira
fonte de substancias para uso terapéutico, por apresentarem uma fonte rica de fitoquimicos e
potenciais propriedades antimicrobianas (CHOWDAIAH, et al., 2019; NEWMAN; CRAGG,
2020).

Neste sentido, pode-se destacar as plantas Eugenia uniflora (pitanga) e Schinus
terebinthifolius (aroeira), que na medicina popular sdo usadas para diversas finalidades como
no tratamento de doengas infecciosas, analgesico, antidiabético, antifebril, anti-inflamatorio,
antirreumatico, cicatrizantes, distarbios urinarios, diurético, infec¢fes do trato respiratério,
infeccdes intestinais, entre outras possibilidades. Diversas partes destas plantas sdo utilizadas,

desde galhos, folhas, frutas e partes aéreas, principalmente por meio de infusdes (DE SOUZA
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et al., 2018; ROCHA et al., 2019). No Brasil, essas plantas fazem parte da Lista Nacional de
Plantas Medicinais de Interesse do Sistema Unico de Satide (BRASIL, 2009).

Tendo em vista 0 aumento continuo da resisténcia microbiana a farmacos comerciais e
a necessidade de novos componentes que possam ser atuantes contra patégenos, bem como, a
valorizacdo do conhecimento popular, este trabalho teve como objetivo avaliar as atividades
antimicrobiana e antibiofilme, e o perfil fitoquimico de extratos etanélicos brutos e fracdes

aquosas, cloroférmicas e hexanicas de Eugenia uniflora e Schinus terebinthifolius.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta de material

As folhas de E. uniflora e S. terebinthifolius foram coletadas na microrregido de
Garanhuns (Pernambuco, Brasil) (Latitude: 8° 53' 27" Sul, Longitude: 36° 29' 48" Oeste; altura:
841 m) no periodo de marco e outubro de 2019, respectivamente. Estas plantas foram
identificadas taxonomicamente pela boténica Dra. Rita de Cassia Pereira, com as respectivas
exsicatas 94314 e 94315, e depositadas no herbario do Instituto Agronémico de Pernambuco
(IPA). As coletas foram cadastradas no Sistema Nacional de Gestéo do Patrimonio Genético e
do Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN), cadastro A576AF3.

2.2 Obtencao dos extratos etandlicos

Para obtencdo dos extratos brutos e fracbes o material vegetal coletado foi seco em
estufa com circulacdo de ar (Tecnal, TE-394/3, S&o Paulo, Brasil) a 50 °C e depois de seco,
triturado em moinho de facas (Marconi, MA 340, Sdo Paulo, Brasil) com peneira de 5 mm.
Posteriormente, o material triturado foi submetido a maceragdo em etanol 96% em trés ciclos
de 48 horas cada. Apds cada ciclo de maceracdo, os residuos foram combinados. Apos a
combinacédo dos trés ciclos o solvente foi eliminado sob pressao reduzida a uma temperatura

méaxima de 40 °C em evaporador rotativo (Buchi R-100, Sdo Paulo, Brasil).

2.3 Fracionamento dos extratos etandlicos
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Os extratos brutos foram fracionados por meio da técnica de parti¢do liquido-liquido. A
técnica consiste em separar 0s constituintes quimicos presentes em uma determinada amostra
de acordo com sua polaridade. O particionamento foi realizado de forma sequencial: (1) Fracdo
soluvel em hexano — uma porcéo do extrato etanolico bruto (60g) foi dissolvida em uma mistura
de metanol e &gua na proporcao de 3:2 (200 mL) e levada a um funil de separacéo e, adicionado
um volume igual de hexano (200 mL), para realizar a extracdo de substancias de polaridade
baixa. A extracdo foi realizada trés vezes e o material solivel em hexano combinado para
eliminacdo do solvente sob pressdo reduzida a uma temperatura méxima de 40 °C; (2) Fracao
soltivel em cloroférmio — a porgdo metanol:agua, restante da etapa anterior, foi concentrada sob
pressdo reduzida para eliminacdo do metanol e o residuo teve seu volume completado com agua
destilada para 200 mL e submetido a extracdo em 200 mL de cloroférmio em funil de separacao,
para extracdo de substancias de polaridade intermediaria. O processo de extracdo foi repetido
por trés vezes e 0 material combinado, seco sob pressdo reduzida e a temperatura maxima de
40°C; e (3) Fracdo aquosa — foi o residuo aquoso, a qual reine aquelas substancias de polaridade
mais elevada.

Todos os extratos brutos e fragcbes obtidos foram submetidos a um processo de
liofilizacdo (Liofilizador Terroni® LD 1500, Sdo Paulo, Brasil) para obtencdo de um po livre
de umidade e entdo calculou-se o rendimento total dos extratos etandlicos, utilizando a formula:
Re = (Pext /Pfolhas) x 100. Onde: Re = Rendimento total do extrato (%); Pext = Peso do extrato
seco (g); Pfolhas = Peso das folhas frescas (g), de acordo com (RODRIGUES et al., 2011), o
rendimento (%) das fraces foi calculado a partir das 60 g utilizadas dos extratos brutos (Figura
1).

2.4 Determinacédo do teor de compostos fenolicos totais

A determinacdo do teor de compostos fenolicos totais nos extratos e fragbes foi
mensurada pela reacdo de Folin-Ciocalteu com adaptacdes das metodologias descritas por
Singleton et al. (1999) e Scherer; Godoy (2014). Uma aliquota de 0,25 mL de uma solugéo
etanolica (70%) de extratos e fragdes secos (1 mg.mL™?) foi adicionada a 2,75 mL de reagente
Folin-Ciocalteau 3% (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil). Ap6s 5 minutos adicionou-se 0,25
mL de carbonato de sodio a 10% e homogeneizou-se em agitador tipo vortex (Marconi, Ma-
162, S&o Paulo, Brasil). A mistura reacional foi mantida por 1 h na auséncia de luz, a

temperatura ambiente (20£2 °C). A absorbancia foi mensurada a 765 nm em espectrofotdmetro
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(Biochrom Libra S22, Cambridge, Reino Unido) e convertida ao teor de fendlicos de acordo
com uma curva de calibracdo feita com &cido galico. Os resultados foram expressos em
miligramas por grama de equivaléncia de acido galico (EAG) por grama de extrato bruto ou

fracdo, todas as leituras foram feitas em triplicata.

2.5 Determinacdo do teor de flavonoides totais

A determinagdo do teor de flavonoides totais foi mensurada utilizando método
colorimétrico com cloreto de aluminio (AICI3), adaptado de Chand et al. (2002). Uma aliquota
de 0,5 mL de uma solugio etandlica (70%) de extratos secos (1 mg.mL™?) foi adicionada a 0,5
mL de solucdo de etanol de AICIlz a 2%, homogeneizou-se por 10 s. A mistura reacional foi
mantida por 1 h na auséncia de luz, a temperatura ambiente. A absorbancia foi mensurada a 420
nm em espectrofotdmetro e convertida ao teor de flavonoides de acordo com uma curva de
calibragdo feita com quercetina (mg.L™?). Os resultados foram expressos em miligramas por
grama de equivaléncia de quercetina por grama de extrato bruto ou fracdo, todas as leituras

foram feitas em triplicata.

2.6 Microrganismos

Foram utilizadas cepas pertencentes a colecdo de cultura do Laboratorio de
Microbiologia de Alimentos da Universidade Federal do Agreste de Pernambuco e outras
cedidas do Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco sendo as
bactérias Gram-positivas - Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus faecalis ATCC
29212, Bacillus subtilis UFPEDA 86, Listeria monocytogenes ATCC 19117, e Gram-negativas
- Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae UFPEDA 396, Pseudomonas
aeruginosa UFPEDAA416 e Salmonella typhimurium ATCC 14028.

2.7 Teste de difusdo em agar

Os isolados foram testados quanto ao perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos, de
acordo com suas classes e espectro de acdo, pelo método de difusdo em &gar, de acordo com
Clinical & Laboratory Standards Institute - CLSI (2016).
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Os indculos das bactérias foram previamente padronizados a concentragdo de 0,1 de
D.0. em espectrofotdmetro a 600 nm. Os mesmos foram utilizados até no maximo 15 minutos
apos o ajuste da turbidez. Foi utilizado swab estéril para inoculagdo em Agar Mueller Hinton.
Pocos de 6 mm de didmetro foram perfurados no &gar contido em placa de Petri, com distancia
entre eles de pelo menos 2 ¢cm, e adicionado 20 pL dos extratos e fragdes (etandlico bruto e
fragbes aquosa, cloroférmica e hexanica) a serem testado, nas concentracfes de 10 e 20 mg.mL"
! Os extratos foram solubilizados em solugéo de DMSO e agua destilada na proporgao de 2:8.
As placas foram colocadas em estufa a 35 °C por 24 horas. Para o controle positivo foi utilizado
o cloranfenicol 20 mg.mL* e para controle negativo 0 DMSO e 4gua destilada na proporgéo de

2:8, todos os testes foram realizados em triplicatas.

2.8 Determinacdo da CIM e CBM

A Concentracao Inibitéria Minima (CIM) foi realizada em microplacas de 96 pocgos de
fundo plano, estéreis, pelo método de microdiluicdo para avaliar a inibi¢cdo do crescimento
bacteriano, através da turbidez em microplaca. Para os ensaios, foram utilizados 100 pL dos
extratos e fracBes obtidos a partir de S. terebinthifolius e E. uniflora, em diferentes
concentragdes (0,195 — 25 mg.mL™), solubilizados em solugio de DMSO e agua destilada na
proporc¢do de 2:8 e esterilizados através de filtros millipore de 0,22 um. Em seguida, foram
acrescentados 90 pL de caldo Mueller-Hinton e 10 pL de suspensdo bacteriana, previamente
padronizadas a concentracdo de 0,1 de D.O. em espectrofotdmetro a 600 nm. Para o controle
positivo foi utilizado 100 pulL do antimicrobiano comercial cloranfenicol na concentracédo de 25
mg.mL?, 90 pL de caldo Mueller-Hilton e 10 uL do indculo bacteriano. O controle negativo
foi composto por 100 pL da solugdo contendo DMSO e agua destilada na proporgdo 2:8, 90 uL.
de caldo Mueller Hilton ¢ 10 puL do inoculo bacteriano, testado sob as mesmas condig0es
experimentais. Todos os testes foram conduzidos em triplicata (NCCLS, 2009; LIMA FILHO;
CORDEIRO, 2014). A atividade de Concentracédo Inibitéria Minima (CIM) foi expressa em

porcentagem de inibicdo de crescimento e calculada através da equacgdo 1:

Acontrole - Aamostra

CIM (%) = ( )x1oo

Acontrole

Onde, Acontrole COrresponde a densidade 6tica do controle negativo para a inibi¢do do

crescimento e Aamostra COrresponde a densidade Otica da cepa bacteriana do ensaio, ambas
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submetidas a uma leitura de absorbancia de 600 nm em leitora de microplacas (Biochrom ASY'S
UVM 340, Cambridge, Reino Unido) (WU et al., 2013).

Os resultados da CIM foram classificados de acordo com Puton et al. (2018), como forte
quando os resultados forem < que 0,5 mg.mL™, moderado de 0,6 a 1,5 mg.mL™ e fraco quando
> que 1,6 mg.mL™,

Para determinar a Concentracdo Bactericida Minima (CBM), foram utilizados 10 puL de
solucdo dos pocos sem crescimento visivel e espalhados com alca bacterioldgica em placa de
Petri contendo agar Mueller-Hinton, incubados no intervalo de tempo de 24-48 h a 37 °C. A
falta de unidade formadoras de col6nia indica que os extratos foram bactericidas (LIMA
FILHO; CORDEIRO, 2014).

2.9 Avaliacéo da producéo de biofilme bacteriano

A avaliacdo da producéo de biofilme bacteriano foi realizada por meio do ensaio com o
corante cristal violeta (CV) de acordo com Darwish e Asfour (2013). As colbnias foram
inoculadas em TSB estéril suplementado com 0,25% de glicose e incubadas por 24 horas a 37
°C, apos este periodo foi realizada uma diluicdo da suspensdo 1:40 em TSB glicosado estéril.
Os ensaios foram realizados em microplacas de 96 pocos de fundo plano e estéreis, nestas foram
adicionados 200 pL da suspensdo bacteriana apos a diluicdo. O meio TSB estéril foi utilizado
como controle negativo e pogos com a cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923 foi utilizada
como controle positivo. Em seguida, as microplacas foram incubadas durante 24 horas a 37 °C.
Decorrido o periodo de incubacéo, o contetdo da placa foi removido por aspiragéo, utilizando
micropipeta, os pocos foram lavados trés vezes com 250 pL de solucdo salina estéril para
remover as células bacterianas nao aderidas, posteriormente as placas foram invertidas e postas
para secar em estufa a 37 °C por 1 hora. Foram distribuidos 200 pL de metanol P.A. em cada
poc¢o e mantidas em temperatura ambiente por 15 minutos para a fixacéo das células aderidas e
transcorrido esse periodo o excesso do alcool foi removido por inversdo da placa. Em seguida,
160 pL do corante cristal violeta (0,5%) foram adicionados em cada pog¢o durante 1 minuto,
por conseguinte, a solucdo corante foi desprezada e os ensaios foram lavados com &agua
destilada estéril até a remogdo completa do corante, apds esta etapa foram distribuidos 160 pL
de etanol 95% em cada pogo, sendo removido logo em seguida. A placa foi submetida a analise
de absorbancia em leitora de microplacas no comprimento de onda de 570 nm. As cepas Gram-
positiva - Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Bacillus
subtilis UFPEDA 86, Listeria monocytogenes ATCC 19117, e Gram-negativas - Escherichia
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coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae UFPEDA 396, Pseudomonas aeruginosa
UFPEDAA416 e Salmonella typhimurium ATCC 14028 foram testadas em triplicata, quanto a
capacidade de producdo de biofilme. Para a interpretacdo dos resultados do biofilme, os
isolados foram classificados como ndo produtores, fracos, moderados e forte produgéo, com
base nos valores médios de densidade 6tica (DO): DO (isolado) < DO (controley = N&0 produtor de
biofilme; DO (controle) < DO (isolado) < 2 DO (controtey = fraco produtor; 2 DO (controle) < DO (isolado) <
4 DO (controle) = produgéo moderada; 4 DO (controle) < DO (isolado) = fOrte producéo.

2.10 Atividade antibiofilme

A determinacdo da atividade antibiofilme foi realizada de acordo com a metodologia
descrita por Kalffman et al. (2017) e Jadhav et al. (2013), com adaptac6es. Todos 0s ensaios
foram conduzidos em microplacas de 96 pocos de fundo plano e estéreis, em triplicata e
consistiram na pipetagem de 160 pL da suspensdo bactéria e TSB na proporcao 1:40, bem
como, 40 ul do extrato ou fracdo a ser testado em diferentes concentragdes (0,195 - 25 mg.mL"
1. No controle de crescimento foram adicionados 160 L da suspensdo bacteriana e 40 pl de
agua destilada estéril. Volumes iguais de solucdo agua destilada e DMSO na proporcéo 8:2
foram adicionados como controle negativo. As placas foram incubadas durante 24 horas a 37
°C. O meio de cultivo caldo TSB glicosado foi utilizado isoladamente como um controle
adicional para confirmar a esterilidade do meio. A atividade antibiofilme foi avaliada usando o
ensaio com o corante cristal violeta, seguido da imediata leitura de absorbancia a 570 nm. O
percentual antibiofilme sera expresso pela equacao 2:

A
Antibiofilme (%) = 100 — [(M> x 100]

controle

Onde, Aamostra cOrresponde a densidade 6tica da cepa bacteriana que foi submetida a acdo do
extrato e Acontrole COrresponde aos ensaios onde a cepa bacteriana ndo sofre acdo do extrato
(JADHAV et al., 2013).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Teor de compostos fendlicos e flavonoides
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A andlise quantitativa do contedo de compostos fendlicos totais detectou maior
presenca dos mesmos nas fragdes aquosas com valores de 98,35 mgEAG.g e 88,67 mgEAG.g"
1 em seguida os extratos etandlicos 97,08 mgEAG.g' e 79,78 mgEAG.g*! e fraches
cloroférmicas 68,98 mgEAG.g! e 63,90 mgEAG.g?, para S. terebinthifolius e E. uniflora,
respectivamente. Ja as fracfes hexanicas diferiram das demais, apresentando valores inferiores.
O conteudo de flavonoides totais foi mais expressivo para 0s extratos etandlicos de S.
terebinthifolius com valor de 53,29 mgEQ.g™ e para E. uniflora com valor de 56,88 mgEQ.g™*
(Tabelas 1 e 2).

Tabela 1. Teor de fendlicos totais em extratos etandlicos e fragbes aquosas, hexanicas e
clorofémicas de Schinus terebinthifolius e Eugenia uniflora liofilizados.

Teor de fendis totais em mg

Espécie Extrato/Fracéo
equivalentes de acido galico.g*
S. terebinthifolius Etanolico 97,08 £2,0
Aquosa 98,35+ 3,6
Hexanica 26,76 £ 1,7
Cloroférmica 68,98 + 2,0
E. uniflora Etandlico 79,78 £ 1,7
Aquosa 88,67 + 3,6
Hexanica 25,02+ 3,1
Cloroférmica 63,90 £ 2,6

Tabela 2. Teor de flavonoides totais em extratos etandlicos brutos e fragdes aquosas, hexanica
e cloroférmica de Schinus terebinthifolius e Eugenia uniflora liofilizados.

Teor de flavonoides em mg

Espécie Extrato/Fracéo ) _
equivalentes de quercetina.g™
S. terebinthifolius Etanolico 53,29+1,.2
Aguosa 35,15+0,3
Hexanica 31,03+0,3
Cloroférmica 32,01+£0,6
E. uniflora Etanolico 56,88 + 0,6
Aquosa 42,35+0,5
Hexanica 34,78 2,2
Cloroférmica 38,29+0,2
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Dados semelhantes foram obtidos por Uliana et al. (2016), que identificaram pelo
método de maceracdo em etanol uma concentracdo mais elevada quanto ao teor de compostos
fendlicos totais 221,63 mgEAG.g! e de 69,67 mgEQ.g* de flavonoides totais, no extrato
etandlico de folhas de S. terebinthifolius. Este perfil também foi identificado ao analisar frutos
de S. terebinthifolius sendo que frutos maduros apresentaram concentragdo mais elevada de
compostos fendlicos 599,2 mgEAG.100g™* e teor de flavonoides de 22,4 mgEQ.100g?, ja para
os frutos verdes o teor de compostos fendlicos foi de 139,7 mgEAG.100g™ e 21,9 mgEQ.100g"
! de flavonoides (BRAGA et al., 2020).

Figueiroa et al. (2013), identificaram maior quantidade de compostos fendlicos em
fracdo aquosa de folhas de E. uniflora, quando comparado ao teor de flavonoide com valores
de 2445 mgEAG.g* e 2,1 mgEQ.g}, respectivamente. Em outro estudo, encontraram o teor de
compostos fendlicos de 166,19 mgEAG.g em sementes de E. uniflora (LAZZAROTTO-
FIGUEIRO et al., 2021).

No presente trabalho, a maior concentracdo de compostos fenolicos identificada foi
obtida pelas fracbes aquosas e extratos etanolicos, ja as fracbes hexanicas apresentaram
resultado inferior, em ambas as plantas. Uma vez que a utilizacdo de solventes de maior
polaridade na extracdo, tende a obter uma quantidade maior de compostos fendlicos extraidos
(SANTOS et al., 2016), como é o caso dos solventes etanol e dgua.

Foi identificado maior rendimento para a fragdo aquosa, extrato etandlico e fracdo
hexanica de S. terebinthifolius, respectivamente (Figura 1). Para a planta E. uniflora o maior
rendimento obtido foi para a fracdo hexanica, seguida do extrato etandlico e fragdo aquosa
(Figura 1).
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Figura 1. Rendimento (%) dos extratos etanolicos e fracdes aquosas, hexanicas e

cloroférmicas de Schinus terebinthifolius e Eugenia uniflora.

3.2 Testes de difusdo em disco

Entre as bactérias Gram-positivas testadas foi identificado que o extrato etanolico de S.
terebinthifolius e E. uniflora mostrou atividade nas concentracdes de 10 e 20 mg.mL™, tendo
destaque o extrato etandlico de S. terebinthifolius, que apresentou maior inibicdo com todas as
cepas (Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis, Listeria monocytogenes e Staphylococcus
aureus). Seguido do extrato de E. uniflora que mostrou inibicao a B. subtilis, L. monocytogenes
e S. aureus, apenas na concentragdo de 20 mg.mL™* (Tabela 3).

As bactérias que apresentaram maior sensibilidade foram E. faecalis, com valores de
21,33 +0,33 e 16,66 + 0,66 mm, para as concentracdes de 10 e 20 mg.mL™* do extrato etandlico
de S. terebinthifolius, e B. subtilis com a zona de inibicao apresentando didmetros de 18,33 £+
0,33 mm e 15,66 = 0,66 mm para E. uniflora e S. terebinthifolius, a 20 mg.mL?,
respectivamente (Tabela 3).

Quando testadas as bactérias Gram-negativas, 0 extrato de S. terebinthifolius apresentou
atividade frente Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Salmonella typhimurium e
Pseudomonas aeruginosa, nas concentracdes de 10 e 20 mg.mL™. Seguido do extrato de E.
uniflora, que mostrou atividade contra E. coli, K. pneumoniae a 20 mg.mL™ e P. aeruginosa a
10 e 20 mg.mL™* (Tabela 4).
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As bactérias Gram-negativas de maior sensibilidade foram, E. coli, S. typhimurium e P.
aeruginosa, com zona de inibi¢édo de 15, 33 £ 0,66 mm, 15,33 £ 0,66 mm e 15,00 + 0,58 a 20
mg.mL, respectivamente, para extrato etandlico de S. terebinthifolius (Tabela 4).

Entre as fracOes testadas, as fracGes aquosas de S. terebinthifolius e E. uniflora
mostraram maior potencial de inibicéo, atuando frente todas as cepas Gram-positivas e Gram-
negativas testadas, na concentracdo de 20 mg.mL™?, seguidas das fragdes hexanicas, ja as
fragcdes cloroférmicas demonstraram um menor potencial para atividade antimicrobiana (Tabela
3ed).

As bactérias Gram-positivas que apresentaram maior sensibilidade, foram E. faecalis
gue mostrou a maior sensibilidade com valor de 17,33 + 1,15 mm, seguido de L. monocytogenes
e S. aureus, com 13,66 + 0,33 mm e 13,33 £ 0,88 mm, respectivamente, para a fracdo aquosa
da aroeira e B. subtilis com a zona de inibicao apresentando diametros de 13,66 + 0,33 mm para
ambas as fracGes aquosas a 20 mg.mL™ (Tabela 3).

Para as Gram-negativas, a maior sensibilidade foi observada para E. coli com zona de
inibicdo de 16,66 + 0,66 mm, para ambas as fracdes aquosas. S. typhimurium com 15,00 + 0,58
mm, para a fragdo aquosa da S. terebinthifolius. K. pneumoniae como 12,33 £+ 0,88 mm para as
fracOes aquosa e hexénica da S. terebinthifolius e 13,00 + 0,58 mm para fragdo aquosa da E.
uniflora. e P. aeruginosa com valor de 12,33 + 0,88 mm, para fragdo aquosa de E. uniflora a
20 mg.mL™* (Tabela 4).

De acordo com os estudos de El-Massry et al. (2009), que avaliaram a atividade
antimicrobiana de extratos etandlico e diclorometano, e 6leo essencial de folhas de S.
terebinthifolius, pelo método de difusdo em disco, esses observaram que 0 extrato de
diclorometano de folhas mostrou forte inibicdo no crescimento de cepas de P. aeruginosa e S.
aureus, com zona de inibicdo de 23 mm e de 20 mm, respectivamente. Esses valores foram
superiores aos encontrados neste trabalho, porém, o estudo citado ndo menciona quais
concentracOes foram utilizadas.

Resultados encontrados por Salem et al. (2018), usando o extrato acetdnico de frutos de
S. terebinthifolius na concentragio de 2 mg.mL™*, mostraram zonas de inibico de 14,6 + 0,6
mm para B. subtilis, e 15,3 £ 0,8 mm para S. aureus, corroborando com os resultados
encontrados neste estudo. Porém divergindo para as cepas Gram-negativas E. coli e P.
aeruginosa, com halos de inibicdo de 18,3 + 0,3 mm e 18,3 = 0, respectivamente, os quais foram

superiores aos do presente estudo.
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Fiuza et al. (2008), identificaram inibic¢do para as cepas B. subitilis (15 mm), S. aureus
(25 mm), E. coli (14 mm) e P. aerugunosa (25 mm), ao estudar o extrato etandlico de folhas de
E. uniflora, halos superiores aos encontrados neste estudo, com excecao da cepa B. subitilis.

Enquanto Victoria et al. (2012) analisaram o 6leo essencial de E. uniflora e
identificaram os seguintes halos de inibi¢do para as cepas L. monocytogenes 18 + 3,2 mm, S.
aureus 26 + 7,0 mm, valores estes superiores aos do nosso estudo, diferente de quando
comparadas as cepas E. coli 10 £ 0,6 mm e P. aeruginosa 8 £ 0,5 mm, onde halos de inibicéo
para o extrato etandlico e fracfes aquosa e hexanica testadas em nosso estudo foram superiores
a estes.

Diferentes métodos de extracdo foram utilizados para comparacdo, uma vez que ha
escassez de dados na literatura, este fato ressalta o ineditismo deste trabalho. Esses dados
sugerem que os compostos fendlicos e flavonddeis presentes nos extratos etandlicos e fraces
aquosas sao possiveis responsaveis pela atividade antimicrobiana, uma vez que foi identificado

maior teor dos mesmos.
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Tabela 3. Atividade antimicrobiana de extratos etanolicos (EE), fracdes aquosas (FA), fracdes hexanicas (FH) e fragdes cloroformicas (FC) de

Schinus terebinthifolius e Eugenia uniflora frente as bactérias Gram-positivas pelo método de difusdo em disco.

Schinus terebinthifolius

Eugenia uniflora

C‘zrr;cerr‘rfrl_"’}f)ao Zona de inibigao (mm)
g EE FA FH FC EE FA FH FC Cloranfenicol DMSO
14,66 6,33 + 12,33 £
S mcilus subilc 10 £066 13,00 +0,58 0 0.33 0 0.88 0 0 35,00 £ 0,58 0
20 15,33 13.66 + 0.33 11,00 10,33 18,33+ 1366+ 9,00+ 11,66 35.66 + 0.94 0
+ 0,66 T +0,58 +047 0,33 0,33 0,58 +0,33 T
16,66
ENterococcus 10 £066 0 0 0 0 0 0 0 31,00 £ 0,58 0
faecalis 21,33 8,66 +
20 £033 17,33+ 1,15 0 0 0 0.47 0 0 32,33+0,33 0
13,00 7,66 = 10,00 =
+ +
Listeria 10 £1,00 7,66 + 0,58 0.58 0 0 0.81 0 0 35,00 = 1,00 0
monocytogenes 15,00 8,33 13,00+ 10,66
20 £058 13,66 + 0,33 0.47 0 100 0.47 0 0 36,00 = 1,00 0
13,66
+
Staphylococcus 10 £033 0 0 0 0 0 0 0 27,66 = 1,20 0
aureus 14,00 10,33 13,33+ 11,00+ 9,00+
20 £115 13,33+ 0,88 £047 0 0,88 0.58 0.58 0 31,66 + 0,88 0

Os resultados sdo médias de trés repeticbes (n = 3) + erro padréo.
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Tabela 4. Atividade antimicrobiana de extratos etanolicos (EE), fracdes aquosas (FA), fracdes hexanicas (FH) e fragdes cloroformicas (FC) de
Schinus terebinthifolius e Eugenia uniflora frente as bactérias patogénicas Gram-negativas pelo método de difusdo em disco.

. Schinus terebinthifolius Eugenia uniflora
Concentragao —
(mg.mL%) Zona de inibi¢ado (mm)
' EE FA FH FC EE FA FH FC Cloranfenicol DMSO
15,00 9,66 + 13,66 +
Escherichia 10 +100 11662033 oo 0 0 0.33 0 0  3500+0,58 0
coli 15,33 11,00 9,00+ 13,00+ 16,66+ 11,00
20 £066 16,66 + 0,65 £058 058 0.58 066  +0.58 0 35,66 + 0,94 0
13,00 9,00 +
+ +
Klebsiella 10 £1.00 10,00 + 0,58 0 0 0 0.58 0 0 31,00 + 0,58 0
pneumoniae 14,00 12,33 1400+ 13,00+ 9,00=
20 £2.00 12,33 +0,88 £088 0 0.00 0.58 0.58 0 32,33+0,33 0
10 13,60 9,00 + 0,58 0 0 0 0 0 0 35,00 £ 1,00 0
Salmonella +0,33 o e
typhimurium 15,33 N 9,66+ 9,00+ 12,00 £ N
20 +0.66 15,00 + 0,58 034 058 0 0.58 0 0 36,00 + 1,00 0
14,00 13,66 +
+
Pseudomonas 10 +1,00 0 0 0 0,88 0 0 0 27,66 + 1,20 0
aeruginosa 15,00 10,66 1400+ 12,33+ 10,66
+ +
20 £058 12,00 + 0,58 +034 0 115 088  +0.34 0 31,66 + 0,88 0

Os resultados sdo médias de trés repeticdes (n = 3) + erro padréo.
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3.3 Concentracao Inibitéria Minima e Concentracao Bactericida Minima

Foi possivel identificar, através dos valores da CIM (Tabela 5) de extratos e fracdes de
folhas de S. terebinthifolius que, o extrato etandlico apresentou melhor atividade para todas a
cepas testadas em especial para B. subtilis, E. faecalis, L. monocytogenes, S. aureus, E. coli e
K. pneumoniae com valores de CIM variando de 0,78 a 1,56 mg.mL™, o que demonstra uma
atividade moderada do mesmo frente a estas cepas. Ja a fragdo aquosa, inibiu o crescimento
bacteriano frente a maioria das cepas testadas, em destaque, a cepas E. faecalis que mostrou
atividade moderada com CIM de 0,78 mg.mL™. As bactérias L. monocytogenes, K. pneumoniae
e S. aureus apresentaram valores de CIM de 3,12, 3,12 e 6,2 mg.mL™, respectivamente. A
fracdo hexanica mostrou atividade para as cepas B. subtilis, S. aureus, K. pneumoniae, S.

typhimurium e P. aeruginosa porém, apenas na concentragio de 12,5 mg.mL™ (Tabela 5).

Tabela 5. Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida Minima (CBM)
do extrato etanolico (EE) e fracdo aquosa (FA) e hexanica (FH) da planta Schinus
terebinthifolius em bactérias patogénicas, determinadas pelo método de microdiluicéo.

_ EEB FA FH EEB FA FH
Bactéria
CIM (mg.mL™?) CBM (mg.mL™)
Bacillus subtilis 1,56 - 12,5 - - -
Enterococcus
_ 0,78 0,78 - 1,56 3,12 -
faecalis
Listeria
0,78 3,12 - - - ,
monocytogenes
Staphylococcus
0,78 6,25 12,5 - - -
aureus
Escherichia coli 1,56 - - 6,25 - -
Klebsiella
. 0,78 3,12 12,5 - - -
pneumoniae
Salmonella
o 6,25 125 12,5 - 12,5 -
typhimurium
Pseudomonas
) 12,5 12,5 12,5 - 12,5 -
aeruginosa
Os resultados sdo médias de trés repeticbes (n=3); - : ndo houve CIM e/ou CBM para as

concentragdes testadas
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O extrato etandlico apresentou atividade bactericida para as cepas de E. faecalis e E.
coli com valores de CBM de 1,56 e 3,12 mg.mL™?, respectivamente. A fragdo aquosa apresentou
atividade bactericida para a cepas E. faecalis, S. typhimurium e P. aeruginosa, com valores de
CBMde 3,12, 12,5 e 12,5 mg.mL?, respectivamente (Tabela 5).

Valores semelhantes foram encontrados em um estudo com o 6leo essencial, extrato
diclorometano e o extrato etandlico de folhas de S. terebinthifolius, 0 mesmo apresentou
atividade moderada com valores de CIM variando entre 0,75 e 0,95 mg.mL™, sendo a menor
atividade para cepa E. coli (EL-MASSRY et al., 2009). Ainda se tratando de extratos etandélicos
de folhas, foi identificado maior inibicao frente S. aureus e E. coli com atividade significativa
com valores de CIM de 0,25 e 0,5 mg.mL™? (ULIANA et al., 2016). No presente estudo foi
identicado atividade moderada para estas cepas, com valores de CIM de 0,78 mg.mL™ e 1,56
mg.mL™?, respectivamente, para o extrato etandlico de S. terebinthifolius.

Avaliando-se a atividade antimicrobiana de extratos etandlico e suas fracdes, obtidas de
frutos e folhas de S. terebinthifolius contra E. coli e S. aureus resistente a meticilina (MRSA),
0s mesmos observaram forte atividade para a cepa E. coli, com valores semelhantes para CBM
e CIM, de 0,078 mg.mL™ para o extrato etandlico de folhas e frutos e, de 0,078 mg.mL™*
parafragdo hexanica e de 0,039 mg.mL™ para fragdo acetato de etila de folhas e associaram esta
atividade antimicrobiana a presenca de &cidos fendlicos, taninos, acidos graxos e triterpenos
(DA SILVA et al., 2018), valores de CIM inferiores aos observados no presente estudo.

Tanto o extrato etandlico, quanto a fracdo aquosa de E. uniflora mostraram atividade
inferior quando comparadas as de S. terebinthifolius, apresentando atividade para as cepas K.
pneumoniae, B. subtilis, E. faecalis e S. typhimurium com as respectivas concentracdes de 6,25,
12,5, 12,5 e 12,5 mg.mL™ para o extrato etandlico, a fracio aquosa mostrou atividade apenas
frente K. pneumoniae a 12,5 mg.mL™. A fragcdo hexanica néo foi ativa para nenhuma das cepas
testadas. Foi identificada um valor de CBM de 12,5 mg.mL™ para K. pneumoniae e E. faecalis
para o extrato etanolico, enquanto a fracdo aquosa foi ativa apenas para a cepa K. pneumoniae
(Tabela 6).

Em um estudo de Fiuza et al. (2008), o extrato etandlico das folhas de E. uniflora inibiu
0 desenvolvimento das cepas Gram-positivas B. subtilis, E. coli, S. aureus e Gram-negativa P.
aeruginosa com CIMs variando de 2,187 a 17,5 mg.mL™, resultados estes inferiores aos
observados no presente estudo.

Os resultados diferem do estudo de Falcéo et al. (2018), que ao analisarem a atividade
antimicrobiana do extrato acetonico, fracdo aquosa e fracdo de acetato de etila de folhas de E.

uniflora, foi observado que os mesmos inibiram o crescimento bacteriano de S. aureus, S.
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epidermidis, E. faecalis e uma cepa de S. aureus resistente a meticilina (MRSA), Salmonella
enteritidis e P. aeruginosa. J4 para E. coli, ndo houve inibicdo pelos extratos testados. Os
valores de CIM, foram ativos em concentragfes mais baixas do que as que identificamos em
nosso estudo, variando de 0,313 a 2,5 mg.mL™, o extrato ndo apresentou acgdo frente a MRSA.

Dados semelhantes foram observados em relacdo ao estudo de Falcéo et al. (2018), pelo
fato de que o extrato acetbnico apresentou valores de CIM inferiores quando comparados as
demais fragdes. O mesmo ocorreu em nosso estudo onde foi idenditicado maior atividade para

0 extrato etanolico, quando comparado as fragGes aquosa, hexanica e cloroférmica.

Tabela 6. Concentracéo Inibitoria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida Minima (CBM)
do extrato etandlico (EE) e fracdo aquosa (FA) e hexanica (FH) da planta Eugenia uniflora em
bactérias patogénicas, determinadas pelo método de microdiluicéo.
EEB FA FH EEB FA FH
CIM (mg.mL™?) CBM (mg.mL™)

Bacillus subtilis 12,5 - - - - -

Bactéria

Enterococcus

. 12,5 - - 125 - -
faecalis
Listeria
monocytogenes
Staphylococcus
aureus
Escherichia coli - - - - - .
Klebsiella

_ 6,25 12,5 - 12,5 12,5 -

pneumoniae

Salmonella

) ) 125 - - - - -
typhimurium
Pseudomonas

aeruginosa

Os resultados sdo médias de trés repeticdes (n=3); - : ndo houve CIM e/ou CBM para as

concentrages testadas.
No estudo de Lazzarotto-Figueirdé et al. (2021), os melhores resultados foram

encontrados com o extrato etandlico de semente de E. uniflora, que inibiu S. aureus, com

valores de CIM a partir da concentracdo de 0,875 mg.mL™?, quando comparado aos extratos
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acetato de etila. Esses resultados estdo de acordo com o0 nosso estudo, uma vez que a atividade
para o extrato etanolico foi mais eficiente quando comparada as demais fragdes testadas.

Em outro estudo, ao analisarem a atividade antibacteriana frente a cepas S. aureus e E.
coli, o valor CIM g foram de 24,1 e 15,9 mg.mL™, respectivamente, quando testado o extrato
metandlico de E. uniflora (SILVA et al., 2012). Esses valores de CIM sdo superiores aos
encontrados no presente estudo.

Foi identificado que os extratos etanolicos, seguido pelas fracGes aquosas, tanto para S.
terebinthifolius quanto para E. uniflora, apresentarem melhores resultados frente a inibic&o dos
microrganismos testados. Bem como, que o fracionamento do extrato etandlico das folhas das
mesmas, por particdo liquido/liquido levou a uma diminuicdo da atividade antimicrobiana
original, esses dados estdo de acordo com os encontrados por Da Silva et al. (2018) com o
extrato etanolico de frutos distribuido para parti¢des hexano e diclorometano.

Este fato pode estar relacionado a maior quantidade de compostos quimicos presentes
nos extratos, principalmente os compostos polares, apresentando sinergismo entre estas
substancias, que atuam com melhor atividade antimicrobiana (LAZZAROTTO-FIGUEIRO et
al., 2021).

Essas diferencas de valores de CIM podem estar relacionadas a complexidade quimica
das amostras analisadas, uma vez que, a composi¢do dos metabolitos secundarios nas espécies
vegetais é dindmica, diversos fatores podem interferir na composicao final da amostra, desde a
pré-colheita como local, horério, altitude, clima; e pos-colheita como método de conservacao,
método de extracio, solvente utilizado na extracio (FALCAO et al., 2018).

Outro fator a ser levado em consideracéo, pelo ensaio fitoquimico realizado, destacando
a presenca de compostos fendlicos no extrato etanolico e fragfes aquosas de S. terebinthifolius
e E. uniflora, em especial os flavonoides (Tabelas 1 e 2), estes podem ser responsaveis pelos
efeitos antimicrobianos dos mesmos. De acordo com Kachur e Suntres (2020), compostos
fenolicos atuam como antimicrobianos e esse efeito pode estar relacionado a diferentes
mecanismos, como na ruptura da membrana bacteriana, prevencao na formacéo e ruptura de

biofilmes pré-formados e inibicdo da motilidade bacteriana, entre outras.

3.4 Atividade antibiofilme

Dentre as cepas testadas, foi identificado fraca formacdo de biofilme paras a cepas
Gram-positivas S. aureus ATCC 25923, E. faecalis ATCC 29212 e L. monocytogenes ATCC
19117, e para cepas Gram-negativas E. coli ATCC 25922 e P. aeruginosa UFPEDA416.
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O extrato etandlico de S. terebinthifolius mostrou atividade frente a cepa E. faecalis com
atividade antibiofilme nas concentragdes de 3,125 - 25 mg.mL (Figura. 2). O extrato etanélico
e a fracdo aquosa de E. uniflora mostraram atividade frente a cepa L. monocytogenes para as

concentragdes de 0,39 - 25 mg.mL™ e 0,195 - 25 mg.mL™?, respectivamente (Figura 3).
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Figura 2. Inibig&o da formac&o de biofilme frente a bactéria Enterococcus faecalis pelo extrato
etandlico de Schinus terebinthiflolius.

Barbieri et al. (2014) avaliaram a atividade antibiofilme de S. terebinthifolius, onde o
extrato metanolico bruto reduziu 29% e 44% a formac&o de biofilme em solvente etandlico e
as fracOes, metanol: acetato de etila do extrato reduziu em 49% e 47%, a fracdo metanolica
reduziu em e 33% e 41% a formacdo de biofilme em solvente etandlico, contra C. albicans e
Streptococcus mutans, respectivamente. Neste estudo foi associado a acdo antibiofilme a
presenca de compostos fendlicos, antraquinonas, terpendides e alcaldides.

No presente estudo foi identificado inibi¢ao de até 32,8% da capacidade de formacao de
biofilme para o extrato etanolico de S. terebinthifolius frente a E. faecalis. A atividade de E.
uniflora, aconteceu frente a bactéria L. monocytogenes, mostrando inibicdo da formacdo de
biofilme em que variou de 49,65 - 87,08% e 26,41 - 57,29%, para o extrato etandlico e fracdo
aquosa, respectivamente. Estas reducdes na formacdo de biofilme podem ser associadas a

presenca de compostos fenolicos e flavonoides presentes no extrato.
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Figura 3. Inibicdo da formacdo de biofilme frente & bactéria Listeria monocytogenes pelo
extrato etanolico (A) e fragdo aquosa (B) de Eugenia Uniflora.

Em estudo realizado por De Souza et al. (2018) que avaliaram a atividade antibiofilme
do extrato acetdnico de E. uniflora, para diferentes espécies de Candida, houve potencial de
reducdo que variou de 25-65%, as espécies que apresentaram maior sensibilidade foram
Candida metapsilosis, C. tropicalis, C. orthopsilosis, com reducdo da capacidade de adesdo de
65, 57 e 53%, respectivamente. Esses resultados foram associados a presenca de &cidos
fendlicos e flavonoides.

Ha uma escassez de dados relatando a atividade antibiofilme de extratos destas plantas,
porém em nosso estudo identificamos um potencial de inibi¢do da formacdo de biofilme frente

ao extrato etanolico e fragdo aquosa da planta E. uniflora, frente a L. monocytogenes.
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Autores sugerem que extratos vegetais previnem a formacao de biofilme sem interferir
no crescimento dos microrganismos , 0 que sugere que essa inibicdo ocorre através de vias
alternativas (TRENTIN, GIORDANI; MACEDO, 2013) uma vez que, 0s metabdlitos
secundarios de plantas, em especial os taninos, inibem a formacéao de biofilme através de suas
propriedades bacteriostaticas, na medida em que danificam a membrana bacteriana e,
consequentemente, a um crescimento bacteriano minimo o que dificulta a producéo de matriz
(TRENTIN et al., 2013).

4. CONCLUSAO

Os extratos etanodlico e fracBes aquosas de E. uniflora e S. terebinthifolius possuem
maior teor de compostos fendlicos e flavonoides, quando comparado a fracdo hexanica e
cloroférmica. Para a maioria das cepas Gram-positivas e Gram-negativas testadas, S.
terebinthifolius apresenta atividade moderada, destacando um possivel potencial para sua
atuacdo como antimicrobiano de amplo espectro. Por sua vez, E. uniflora, apesar de apresentar
menor potencial de inibi¢do pelo teste CIM quando comparado com a S. terebinthifolius, ainda
mostra potencial bioldgico, o que pode fomentar novas pesquisas. Foi identicado potencial
antibiofilme para o extrato etandlico de S. terebinthifolius frente a bactéria E. faecalis e do
extrato etandlico e fragdo aquosa de E. uniflora frente a L. monocytogenes. O que demonstra
que ambas as plantas podem servir como matérias-primas de carater antimicrobiano, bem como,
justifica o vasto uso popular das mesmas e o grande potencial que o bioma caatinga e sua
diversidade, em especial as plantas S. terebinthifolius e E. uniflora representam para a indUstria

farmacéutica.
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CAPITULO II

POTENCIAL ANTIOXIDANTE DE EXTRATOS ETANOLICOS E FRACOES
AQUOSAS DE Schinus terebinthifolius Raddi E Eugenia uniflora L.
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RESUMO

O conhecimento sobre a atividade antioxidante das plantas ou de seus metabolitos é
extremamente importante, uma vez que essa atividade pode ser a chave para a prevencao e/ou
tratamento de doengas, e que 0s compostos antioxidantes atuam impedindo a acdo nociva dos
radicais livres no organismo. Nesse contexto, o objetivo desse trabalho foi avaliar o potencial
antioxidante de extratos etandlicos e fragbes aquosas obtidos das folhas de Schinus
terebinthifolius Raddi e Eugenia uniflora L., analisado pelos métodos de ABTS e DPPH. Foi
utilizado o delineamento experimental inteiramente casualizado, em esquema fatorial 8x2 (oito
concentragOes X extrato e fragdo), em triplicata. Para a reacao foram utilizados 10 pL das
amostras nas concentragdes de 0,195 — 25 mg.mL* foram misturados com 190 pL da solugio
do radical ABTS +¢, incubados a 30 °C durante seis minutos e lidos a 734 nm. O radical DPPH
(0,2 mM) foi diluido em etanol 96%. Neste caso, 20 uL de amostra nas concentragdes de 0,195
— 25 mg.mL! foram misturados a 180 pL da solu¢o que continha o radical DPPH. A reacio
ocorreu durante 30 minutos ao abrigo de luz e a leitura foi realizada em espectrofotémetro a
517 nm. Foi realizada uma analise dos coeficientes de correlacdo de Pearson entre os resultados
obtidos, e as suas respectivas equivaléncias ao trolox e ao acido ascorbico. Maior porcentagem
de eliminagdo do ABTS ocorreu com a menor concentragio, 0,195 mg.mL ™, tanto para o extrato
etanolico, 92,04%, como para a fracdo aquosa, 93,73%, das folhas de S. terebinthifolius,
correspondendo a 0,91 e 0,92 uM, respectivamente, do trolox. A porcentagem média de
eliminacdo do DPPH para o extrato etandlico e fracdo aquosa de S. terebinthifolius, na menor
concentragdo, 0,195 mg.mL™, foi de 80,42% e 86,63%, respectivamente, e esses valores
corresponderam a 0,84 mM do acido ascorbico para o extrato, e 0,86 mM para a fragdo. Com o0
extrato etanolico e fracdo aquosa das folhas de E. uniflora, a eliminacdo média do ABTS foi de
93,33% e 92,29%, respectivamente, na menor concentracdo, 0,195 mg.mL™, sendo as
equivaléncias 0,91 uM, do trolox, tanto para extratos como fraces. A eliminacdo média do
DPPH, na menor concentragdo, 0,195 mg.mL, foi 83,29% para o extrato etanélico, e 87,55%
para a fragéo aquosa das folhas de E. uniflora, equivalendo a 0,88 mM do acido ascorbico, tanto
para o extrato como para a fracdo. O extrato etandlico e a fragdo aquosa das folhas de S.
terebinthifolius e E. uniflora apresentam elevado potencial antioxidante, quando analisados
pelos métodos de ABTS e DPPH. A eliminagdo do ABTS e do DPPH, nas diferentes
concentracOes do extrato etandlico e da fracdo aquosa, obtida das folhas de S. terebinthifolius
e E. uniflora, e as equivaléncias ao trolox e ao acido ascérbico, respectivamente, correlacionam-
se significativa e positivamente.

Palavras-chave: Aroeira. Extratos foliares. Plantas medicinais. Pitangueira. Radicais livres.
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ABSTRACT

Knowledge about the antioxidant activity of plants or their metabolites is important, since this
activity may be the key to preventing and/or treating diseases, and that antioxidant compounds
act by preventing the harmful action of these free radicals in the body. In this context, the
objective of this work was to evaluate the antioxidant potential of ethanolic extracts and
aqueous fractions obtained from the leaves of Schinus terebinthifolius Raddi and Eugenia
uniflora L., analyzed by ABTS and DPPH methods. A completely randomized experimental
design was used, in an 8x2 factorial scheme (eight concentrations x extract and fraction), in
triplicate. For the reaction, 10 pL of the samples at concentrations of 0.195 — 25 mg.mL™ were
mixed with 190 puL of the ABTS radical solution. Assays were incubated at 30°C for six minutes
and read at 734 nm. The DPPH radical (0.2 mM) was diluted in 100% ethanol. In this case, 20
uL of sample at concentrations of 0.195 — 25 mg.mL™ were mixed with 180 uL of the solution
containing the DPPH radical. The reaction took place for 30 minutes in the dark and the reading
was performed in a spectrophotometer at 517 nm. An analysis of Pearson's correlation, and their
respective equivalences to trolox and ascorbic acid was performed. The highest percentage of
ABTS elimination occurred at the lowest concentration, 0.195 mg.mL™, both for the ethanolic
extract, 92.04%, and for the aqueous fraction, 93.73%, of S. terebinthifolius leaves,
corresponding to 0 .91 and 0.92 uM, respectively, of trolox. The average percentage of DPPH
elimination for the ethanolic extract and aqueous fraction of S. terebinthifolius, at the lowest
concentration, 0.195 mg.mL™, was 80.42 and 86.63%, respectively, and these values
corresponded to 0. 84 mM of ascorbic acid for the extract, and 0.86 mM for the fraction. With
the ethanolic extract and aqueous fraction of E. uniflora leaves, the average elimination of
ABTS was 93.33 and 92.29%, respectively, at the lowest concentration, 0.195 mg.mL ™, with
equivalences being 0.91 uM, from trolox, both for extracts and fractions. The average
elimination of DPPH, at the lowest concentration, 0.195 mg.mL ™, was 83.29% for the ethanolic
extract, and 87.55% for the aqueous fraction of E. uniflora leaves, equivalent to 0.88 mM of
ascorbic acid, both for the extract and for the fraction. The ethanolic extract and the aqueous
fraction of the leaves of S. terebinthifolius and E. uniflora have high antioxidant potential, when
analyzed by ABTS and DPPH methods. The elimination of ABTS and DPPH, in the different
concentrations of the ethanolic extract and the aqueous fraction, obtained from the leaves of S.
terebinthifolius and E. uniflora, and the equivalences to trolox and ascorbic acid, respectively,
are significantly and positively correlated.

Key words: aroeira. free radicals. leaf extracts. medicinal plants. pitangueira.
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1. INTRODUCAO

Moleculas bioativas derivadas de plantas vém se destacando em pesquisas cientificas
devido ao potencial terapéutico promissor das mesmas, seja na prevencdo ou tratamento de
diversas doencas. Sendo utilizadas de variadas formas, desde a planta inteira, extratos de plantas
ou compostos isolados (SHARIFI-RAD et al., 2020). Da mesma forma que, diversas técnicas
podem ser empregadas para a obtencéo desses compostos (SASIDHARAN et al., 2011).

Quando se trata das plantas Schinus terebinthifolius Raddi e Eugenia uniflora L.,
estudos apontam variadas atividades estudadas, desde antimicrobianas (SOBEH et al., 2019;
SILVA et al., 2018), anti-inflamatorios (GALVAO et al., 2018), antivirais (NOCCHI et al.,
2017), antiparasitarias (ABDELFATTAH et al., 2021; CARVALHO et al., 2017),
hepatoprotetoras (SOBEH et al., 2020), neuroprotetoras (FLORES et al., 2020), destacando o
potencial promissor das mesmas para as mais diversas finalidades.

Estudos sobre atividade antioxidante vém sendo realizados, a fim de elucidar este
potencial dessas plantas, variando de acordo com a parte da planta utilizada, forma de obtencéo,
seja extratos, Oleos essenciais ou fragcdes pelos mais variados solventes utilizados no preparo
dos mesmos (EL-MASSRY et al., 2009; BERNARDES et al., 2011; FERRERA et al., 2016;
ULIANA et al., 2016; ROCHA et al., 2019; SOBEH et al., 2020). Além do método e/ou
solvente utilizado para a extracao, fatores ambientais podem interferir e alterar a presenca dos
metabolitos presentes (SOUZA et al., 2018).

E importante 0 conhecimento sobre a atividade antioxidante de plantas ou seus
metabolitos, uma vez que esta atividade pode ser a chave para atuar na prevengdo e/ou
tratamento de doencas, e que compostos antioxidantes atuam impedindo a a¢do danosa dos
radicais livres no organismo (TOLEDO et al., 2023; SHARIFI-RAD et al., 2020), uma vez que
a presenca espécies reativas em oxigénios (EROS), quando presente de forma excessiva no
organismo, atuam como fatores predominantes para o desenvolvimento de patologias, em
especial aquelas de carater cronico, se tornando um problema para salde humana
(PADUREANU et al., 2019) ou animal (LONGOBARDI et al., 2022).

Além dos conhecidos beneficios a satde, em especial a reducao dos efeitos deletérios
dos radicais livres no organismo, 0s antioxidantes apresentam ainda importancia para a
industria alimenticia, uma vez que as reacdes de oxidacdo também ocorrem em alimentos
guando expostos ao calor, luz ou oxigénio. Os antioxidantes podem ser utilizados com o intuito

de retardar ou impedir a oxidagdo dos mesmos e seus efeitos indesejaveis como alteracdes no
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sabor, odor, textura e perdas nutricionais (LOURENCO; MOLDAO-MARTINS; ALVES,
2019).

Nesse contexto, o objetivo desse trabalho foi avaliar o potencial antioxidante de extratos
etandlicos e fracbes aquosas obtidos das folhas de Schinus terebinthifolius e Eugenia uniflora,
analisado pelos métodos de ABTS e DPPH.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta de material

As folhas de E. uniflora e S. terebinthifolius foram coletadas na microrregido de
Garanhuns (Pernambuco, Brasil) (Latitude: 8° 53' 27" Sul, Longitude: 36° 29' 48" Oeste; altura:
841 m) no periodo de marco e outubro de 2019, respectivamente. Estas plantas foram
identificadas taxonomicamente pela botanica Dra. Rita de Céassia Pereira, com as respectivas
exsicatas 94314 e 94315, e depositadas no herbario do Instituto Agronémico de Pernambuco
(IPA). As coletas foram cadastradas no Sistema Nacional de Gestao do Patriménio Genético e
do Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN), cadastro A576AF3.

2.2 Obtencao dos extratos etanolicos brutos

Para obtencdo dos extratos brutos e fracbes o material vegetal coletado foi seco em
estufa com circulacdo de ar (Tecnal, TE-394/3, S&o Paulo, Brasil) a 50 °C e depois de seco,
triturado em moinho de facas (Marconi, MA 340, S&o Paulo, Brasil) com peneira de 5 mm.
Posteriormente, o material triturado foi submetido a maceragdo em etanol 96% em trés ciclos
de 48 horas cada. Apds cada ciclo de maceracdo, os residuos foram combinados. Apos a
combinacédo dos trés ciclos o solvente foi eliminado sob pressao reduzida a uma temperatura

méaxima de 40 °C em evaporador rotativo (Buchi R-100, Sao Paulo, Brasil).

2.3 Fracionamento dos extratos etanolicos brutos

Os extratos brutos foram fracionados por meio da técnica de parti¢do liquido-liquido. A
técnica consiste em separar 0s constituintes quimicos presentes em uma determinada amostra
de acordo com sua polaridade. O particionamento foi realizado de forma sequencial: (1) Fracdo
solivel em hexano —uma porcéo do extrato etanolico bruto (60g) foi dissolvida em uma mistura
de metanol e &gua na proporcao de 3:2 (200 mL) e levada a um funil de separacao e, adicionado
um volume igual de hexano (200 mL), para realizar a extragdo de substancias de polaridade
baixa. A extracdo foi realizada trés vezes e o material soluvel em hexano combinado para
eliminacdo do solvente sob pressdo reduzida a uma temperatura maxima de 40 °C; (2) Fracdo

solavel em cloroférmio — a por¢do metanol:agua, restante da etapa anterior, foi concentrada sob
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pressao reduzida para eliminacdo do metanol e o residuo teve seu volume completado com 4gua
destilada para 200 mL e submetido a extracdo em 200 mL de cloroférmio em funil de separacao,
para extracdo de substancias de polaridade intermediaria. O processo de extracédo foi repetido
por trés vezes e 0 material combinado, seco sob pressdo reduzida e a temperatura maxima de
40°C; e (3) Fracao aquosa —foi o residuo aquoso, a qual retine aquelas substancias de polaridade
mais elevada.

Todos os extratos brutos e fracbes obtidos foram submetidos a um processo de
liofilizacdo (Liofilizador Terroni® LD 1500, Sdo Paulo, Brasil) para obtencdo de um po livre
de umidade.

2.4 Determinacdo do teor de compostos fendlicos totais

A determinagcdo do teor de compostos fendlicos totais nos extratos e fracdes foi
mensurada pela reacdo de Folin-Ciocalteu com adaptacbes das metodologias descritas por
Singleton et al. (1999) e Scherer; Godoy (2014). Uma aliquota de 0,25 mL de uma solucgéo
etanolica (70%) de extratos e fragdes secos (1 mg.mL™?) foi adicionada a 2,75 mL de reagente
Folin-Ciocalteau 3% (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil). Apds 5 minutos adicionou-se 0,25
mL de carbonato de s6dio a 10% e homogeneizou-se em agitador tipo vortex (Marconi, Ma-
162, Sdo Paulo, Brasil). A mistura reacional foi mantida por 1 h na auséncia de luz, a
temperatura ambiente (20£2 °C). A absorbéncia foi mensurada a 765 nm em espectrofotometro
(Biochrom Libra S22, Cambridge, Reino Unido) e convertida ao teor de fenolicos de acordo
com uma curva de calibracdo feita com acido galico. Os resultados foram expressos em
miligramas por grama de equivaléncia de acido galico (EAG) por grama de extrato bruto ou
fracdo, todas as leituras foram feitas em triplicata.

2.5 Determinacéo do teor de flavonoides totais

A determinagdo do teor de flavonoides totais foi mensurada utilizando método
colorimétrico com cloreto de aluminio (AICIs3), adaptado de Chang et al. (2002). Uma aliquota
de 0,5 mL de uma solug&o etandlica (70%) de extratos secos (1 mg.mL™) foi adicionada a 0,5
mL de solucdo de etanol de AIClsa 2%, homogeneizou-se por 10 s. A mistura reacional foi
mantida por 1 h na auséncia de luz, a temperatura ambiente. A absorbancia foi mensurada a 420

nm em espectrofotdmetro e convertida ao teor de flavonoides de acordo com uma curva de
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calibragdo feita com quercetina em mg.L™. Os resultados foram expressos em miligramas por
grama de equivaléncia de quercetina por grama de extrato etanolico, todas as leituras foram

feitas em triplicata.
2.6 Avaliacéo da atividade antioxidante

Para a obtencéo da atividade antioxidante, em extratos etandlicos e fracdes aquosas das
folhas de Schinus terebinthifolius e Eugenia uniflora, analisada pelos métodos ABTS e DPPH,
foi utilizado o delineamento experimental inteiramente casualizado, em esquema fatorial 8x2
(oito concentragdes X extrato e fracdo), em triplicata.

A atividade sequestradora de radicais livres foi determinada com o radical cation
ABTS™, gerado a partir do 2,2-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico (ABTS) de

acordo com RE et al. (1999), modificada. Para formacéo do radical ABTS™*, persulfato de
potassio e ABTS foram preparados a uma concentragéo final de 2,45 e 7 mM, respectivamente,
sendo a solugéo incubada ao abrigo da luz por 16 h em temperatura ambiente (20 £ 2 °C). A
absorbancia da solucdo do radical foi ajustada para 0,70 + 0,02 a 734 nm, através de
espectrofotdbmetro, por diluicdo em tampao fosfato-salino (PBS) 100 mM, pH 7,4. Para a

reagdo, 10 pL das amostras nas concentracdes de 0,195 — 25 mg.mL™* foram misturados com

190 pL da solugio do radical ABTS'". Os ensaios foram incubados a 30 °C durante seis
minutos e lidos a 734 nm, em triplicata. A curva do antioxidante padréo foi obtida a partir da
diluicdo seriada do Trolox (0,004 — 2,0 uM), para avaliar a eficiéncia dos ensaios.

Além do método com ABTS, também foram realizados ensaios de atividade
antioxidante utilizando outro radical livre, o0 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH?*). A avaliacédo
da atividade sequestradora do radical livre DPPH foi realizada segundo a metodologia descrita
por Li et al. (2013), modificada. O radical DPPH (0,2 mM) foi diluido em etanol 96 %. Neste
caso, 20 uL de amostra nas concentragdes de 0,195 — 25 mg.mL™ foram misturados a 180 pL
da solucdo que continha o radical DPPH. A reacdo ocorreu durante 30 minutos ao abrigo de luz
e a leitura foi realizada em espectrofotometro a 517 nm. A curva do antioxidante padréo foi
obtida a partir da diluicdo seriada do &cido ascérbico (0,004 — 2,0 mM).

As atividades antioxidantes foram calculadas em relacdo a equivaléncia dos
antioxidantes padrdes, Trolox e acido ascérbico. Além disso, foram calculados o de captura dos

radicais ABTS e DPPH, conforme a Equacéo:
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A —A
Atividade antioxidante(%) ( Controle Am"s”a) * 100

AControle
Onde, Acontrole representa a absorbancia inicial do ABTS e Aamostra @ absorbancia ap6s a

adicdo dos extratos ou fracdes (RE et al.,1999).
2.7 Andlise estatistica

Os dados de atividade antioxidante obtidos nas diferentes concentracdes de extratos
etandlicos e fracdes aquosas das folhas de Schinus terebinthifolius e Eugenia uniflora foram
submetidos a andlise de variancia (ANOVA), sendo a comparacdo de médias feita pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

Foi realizada uma analise dos coeficientes de correlacdo de Pearson entre os resultados
da eliminacdo do ABTS e DPPH em diferentes concentra¢des dos extratos etanolicos e fracdes
aquosas de Schinus terebinthifolius e Eugenia uniflora, e as suas respectivas equivaléncias ao
trolox e ao acido ascérbico. As analises estatisticas foram realizadas pelo software Sigmaplot
13 (SYSTAT SOFTWARE, 2019).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 estdo apresentados os resultados da atividade antioxidante obtida com o
uso do extrato etandlico e fragdo aquosa de folhas de Schinus terebinthifolius, analisadas pelo
método de ABTS. Observou-se que as porcentagens de atividade antioxidante ndo diferiram
significativamente entre as concentragdes de 0,195 e 0,781 mg.mL ™ para o extrato etandlico, e
que ndo houve diferenca significativa entre as médias de todas as concentracdes para a fracéo
aquosa. Esses resultados mostraram que as maiores atividades antioxidantes, 92,04% e 93,73%,
respectivamente para extrato etandlico e fracdo aquosa, foram obtidas na menor concentracdo,
0,195 mg.mL™™,

Tabela 1. Eliminagdo do radical ABTS++ (%) pelo extrato etandlico e fracdo aquosa obtidos
das folhas de Schinus terebinthifolius.

Concentracgdo (mg.mL™)  Extrato etandlico Fracdo aquosa
25 77,12 Bed 88,94 Aa
12,5 74,02 Bed 88,90 Aa
6,25 62,63 Be 90,99 Aa
3,125 71,82 Bd 91,75 Aa
1,562 81,19 Bbc 92,40 Aa
0,781 87,82 Bab 92,76 Aa
0,39 90,81 Aa 93,26 Aa
0,195 92,04 Aa 93,73 Aa
Concentracdes (Con.) 23,07 **
Extratos (E) 196,27 **
Interacéo Con. x E 14,50 **

CV (%) 3,44

Nas colunas, as médias de concentracdes, dentro de cada extrato, seguidas de pelo menos uma
letra minGscula ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. Nas linhas, as
médias de extratos, dentro de cada concentragdo, seguidas de pelo menos uma letra maiuscula
ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. (**) Significativo a 1% de
probabilidade.

Para o extrato etandlico, verificou-se que em concentracdes menores, 0,195 e 0,39
mg.mL%, foram obtidas as maiores atividades antioxidantes, 92,04 e 90,81%, respectivamente,
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nao diferindo significativamente entre si e a concentragdo de 0,781 mg.mL ™, cuja porcentagem
de atividade antioxidante foi 87,82% (Tabela 1).

Comparando-se as médias de atividade antioxidante obtida com o extrato etanolico com
as médias de atividade obtidas com a fracdo aquosa, foi observado pela Tabela 1 que o uso da
fracdo aquosa de folhas de Schinus terebinthifolius conferiu agcdo antioxidante maior que o
extrato etanolico para todas as concentragdes testadas, ndo diferindo significativamente apenas
nas concentracdes de 0,195 e 0,39 mg.mL ™,

Maior porcentagem de eliminagcdo do ABTS ocorreu na menor concentragéo, 0,195
mg.mL%, tanto para o extrato etanélico, 92,04%, como para a fracio aquosa, 93,73%, das folhas
de Schinus terebinthifolius, correspondendo a 0,91 e 0,92 uM, respectivamente, do Trolox
(Figura 1). Os coeficientes de correlacdo entre atividade antioxidante obtida no extrato
etandlico ou na fragdo aquosa, em diferentes concentragdes, e equivaléncia ao trolox, foram de
0,99 (P =0,0000110) e 0,96 (P = 0,00135), respectivamente para extratos e fragoes.

Extrato etandlico Fragdo aquosa

0,95 0,925

0,920 A
0,915 A
0,910 A

0,85

0,905 -

Trolox (uM)
Trolox (uM)

0,900

0,895

0,75 A
0,890 L]

0,70 T T T T 0,885 T T T
60 70 80 90 88 90 92 94

ABTS (%) ABTS (%)

® ABTS (%) vs Trolox (uM) ® ABTS (%) vs Trolox (uM)
—— x column vs y column —— x column vs y column

Figura 1. Eliminacdo do radical ABTS++ em diferentes concentracfes do extrato etandlico e
fracdo aquosa de Schinus terebinthifolius e a sua equivaléncia ao trolox.

A porcentagem de atividade antioxidante para o extrato etandlico obtido das folhas de
Schinus terebinthifolius, e analisada pelo método de DPPH, ndo diferiu significativamente entre
as concentragdes de 0,195 a 12,5 mg.mL™ (Tabela 2). Nas menores concentra¢des do extrato,
foi possivel observar que a atividade antioxidante aumentou, sendo essa atividade de 80,42%
na concentracéo de 0,195 mg.mL ™. Ressaltando-se que na concentracéo de 25 mg.mL™?, a maior

testada, a atividade antioxidante foi de apenas 20,58%.
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Tabela 2. Eliminacéo do radical DPPH« (%) pelo extrato etanolico e fracdo aquosa obtidos das
folhas de Schinus terebinthifolius.

Concentragdo (mg.mL™?)  Extrato etandlico Fracgdo aquosa
25 20,58 Bb 73,87 Ab
12,5 77,09 Aa 82,34 Aab
6,25 76,71 Ba 84,67 Aa
3,125 81,11 Aa 85,59 Aa
1,562 81,46 Aa 86,52 Aa
0,781 83,30 Aa 87,05 Aa
0,39 84,67 Aa 86,59 Aa
0,195 80,42 Ba 86,63 Aa
Concentracdes (Con.) 71,62 **
Extratos (E) 104,56 **
Interacéo Con. X E 31,94 **

CV (%) 4,73

Nas colunas, as médias de concentracdes, dentro de cada extrato, seguidas de pelo menos uma
letra minuscula ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. Nas linhas, as
médias de extratos, dentro de cada concentragdo, seguidas de pelo menos uma letra maiuscula
ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. (**) Significativo a 1% de
probabilidade.

Para a fracdo aquosa, foram obtidos resultados semelhantes aos do extrato etandlico,
ndo sendo verificada diferenca significativa entre concentrag@es de 0,195 a 12,5 mg.mL™, e
entre a concentragdo de 12,5 e 25 mg.mL?, de acordo com a Tabela 2. Pelo método de DPPH,
a atividade antioxidante obtida de fracdo aquosa das folhas de Schinus terebinthifolius, foi de
86,63%, na menor concentragdo, 0,195 mg.mL™, indicando que em concentragBes menores
desta fracdo, a porcentagem de atividade antioxidante aumentou.

A fracdo aquosa apresentou maior atividade antioxidante do que o extrato etandlico para
todas as concentracdes, mas ndo diferiu significativamente das porcentagens de atividades
obtidas nas concentragdes de 0,39 a 3,125, e 12,5 mg.mL* (Tabela 2). Na menor concentragao,
0,195 mg.mL, a atividade antioxidante de fragio aquosa foi de 86,63%.

A porcentagem média de eliminacdo do DPPH para o extrato etanolico e fragdo aquosa
de Schinus terebinthifolius, na menor concentragdo, 0,195 mg.mL™, foi de 80,42 e 86,63%,
respectivamente, e esses valores corresponderam a 0,84 mM do &cido ascérbico para o extrato,
e 0,86 mM para a fragdo (Figura 2). Os coeficientes de correlacdo entre essas atividades e a
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equivaléncia ao acido ascérbico foram de 0,99 (P = 0,0000383) para o0 extrato etandlico, e 0,98

(P =0,000392) para a fracdo aquosa obtida das folhas de S. terebinthifolius.
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Figura 2. Eliminacdo do radical DPPH+ em diferentes concentragfes do extrato etandlico e
fracdo aquosa de Schinus terebinthifolius e a sua equivaléncia ao acido ascorbico.

Na Tabela 3 estdo os resultados médios das porcentagens de atividade antioxidante de
extrato etandlico e fragdo aquosa das folhas de Eugenia uniflora, analisada pelo método de
ABTS. Néo foram constatadas diferencas significativas entre as atividades antioxidantes
obtidas nas concentracdes de 0,195 a 1,562 mg.mL! para o extrato etandlico, sendo a maior
atividade, 93,33%, obtida na menor concentragdo desse extrato, 0,195 mg.mL ™.

Para a fracdo aquosa, a porcentagem de atividade antioxidante n&o diferiu
significativamente entre todas as concentracOes testadas (Tabela 3). Entretanto, essa fracéo
obtida das folhas de Eugenia uniflora, e analisada pelo método de ABTS, apresentou-se como
excelente antioxidante, uma vez que a porcentagem de atividade variou de 90,52%, na
concentragéo de 25 mg.mL™, a 92,67%, na concentragio de 0,39 mg.mL™.

A interacdo Con. x E na Tabela 3, mostrou que o resultado da atividade antioxidante na
fracdo aquosa nao diferiu significativamente do resultado obtido no extrato etandlico, nas
concentragdes de 0,195 a 1,562 mg.mL™, sendo que para Eugenia uniflora, no geral, a fracéo
aquosa apresentou maior capacidade antioxidante do que o extrato etandlico.

Com o extrato etandlico e fracdo aquosa das folhas de Eugenia uniflora, a eliminacao
média do ABTS foi de 93,33 e 92,29%, respectivamente, na menor concentracao, 0,195 mg.mL"
! sendo as equivaléncias 0,91 puM, do trolox, tanto para extratos como fragdes (Figura 3). Os
coeficientes de correlagdo entre porcentagem de atividade antioxidante obtida em cada
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concentracdo do extrato etandlico ou fracdo aquosa, e a equivaléncia ao trolox, foram de 0,99
(P =0,0000685) para os extratos, e de 0,89 (P = 0,00248) para as fracoes.

Tabela 3. Eliminagdo do radical ABTS++ (%) pelo extrato etandlico e fragdo aquosa obtidos
das folhas de Eugenia uniflora.

Concentracdo (mg.mL™) Extrato etandlico Fracao aquosa
25 69,69 Bd 90,52 Aa
12,5 70,74 Bd 90,99 Aa
6,25 80,79 Bc 91,25 Aa
3,125 86,12 Bb 91,53 Aa
1,562 89,19 Aab 91,68 Aa
0,781 91,67 Aa 92,40 Aa
0,39 92,72 Aa 92,67 Aa
0,195 93,33 Aa 92,29 Aa
Concentracdes (Con.) 40,35 **
Extratos (E) 166,27 **
Interacéo Con. X E 30,17 **

CV (%) 2,25

Nas colunas, as médias de concentragdes, dentro de cada extrato, seguidas de pelo menos uma
letra mindscula ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. Nas linhas, as
médias de extratos, dentro de cada concentracdo, seguidas de pelo menos uma letra maitscula
ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. (**) Significativo a 1% de
probabilidade.
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Figura 3. Eliminacdo do radical ABTS++ em diferentes concentra¢es do extrato etandlico e
fracdo aquosa de Eugenia uniflora e a sua equivaléncia ao trolox.
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Como néo houve diferenca significativa, a 5% de probabilidade, para a interacdo Con.
X E, nas atividades antioxidantes obtidas de extrato etandlico e fracdo aquosa das folhas de
Eugenia uniflora pelo método DPPH, as médias de concentra¢des independem do extrato ou da

fracdo aquosa, sendo esses dois fatores analisados separadamente (Tabela 4).

Tabela 4. Eliminacéo do radical DPPH« (%) pelo extrato etandlico e fracdo aquosa obtidos das
folhas de Eugenia uniflora.

Concentracéo

Extrato etandlico  Fracgdo aquosa Média
(mg.mL™Y)
25 66,09 72,91 69,50 d
12,5 74,06 82,03 78,04 c
6,25 78,16 84,94 81,55 bc
3,125 82,83 86,59 84,71 ab
1,562 85,67 87,82 86,74 a
0,781 86,05 87,70 86,88 a
0,39 86,82 87,70 87,26 a
0,195 83,29 87,55 85,42 ab
Média 80,37 b 84,65 a
Concentracgdes (Con.) 45,72 **
Extratos (E) 44,63 **
Interacdo Con. x E 2,16 ns
CV (%) 2,69

As médias de concentracgdes seguidas de pelo menos uma mesma letra ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade. As médias de extratos seguidas de pelo menos uma
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. (**) Significativo
a 1% de probabilidade. (ns) N&o significativo a 5% de probabilidade.

A porcentagem de atividade antioxidante analisada pelo método de DPPH néo diferiu
significativamente entre as concentracdes de 0,195 a 3,125 mg.mL™, independentemente do
uso do extrato etandlico ou da fracdo aquosa, observando os resultados médios apresentados na
Tabela 4. Na maior concentragdo, 25 mg.mL™, a atividade antioxidante média foi menor,
69,50%. Considerando o extrato etandlico ou a fracdo aquosa obtida das folhas de Eugenia
uniflora independentemente das concentracfes, verificou-se que com a fracdo aquosa, a
atividade antioxidante média foi 84,65%, diferindo significativamente do extrato etandlico, que
apresentou atividade de 80,37%.
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A eliminagdo média do DPPH, na menor concentrago, 0,195 mg.mL™, foi 83,29% para
0 extrato etanolico, e 87,55% para a fracdo aquosa das folhas de Eugenia uniflora, equivalendo
a 0,88 mM do acido ascoérbico, tanto para o extrato como para a fracdo (Figura 4). Os
coeficientes de correlacdo entre médias de atividade antioxidante obtidas no extrato etanélico
(P, 0,0000431) ou na fracdo aquosa (P = 0,000448) e equivaléncia ao acido ascérbico, foram

de 0,99, para extratos e fracdes.
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Figura 4. Eliminacgdo do radical DPPH+ em diferentes concentracGes do extrato etandlico e
fracdo aquosa de Eugenia uniflora e a sua equivaléncia ao acido ascorbico.

As substancias formadas por pigmentos naturais, fenois e outros compostos vegetais
podem bloquear o efeito danoso de radicais livres, conferindo a determinado extrato ou fracao,
maior capacidade antioxidante (MARQUARDT et al., 2020; FERRERA et al., 2016). O que,
provavelmente, explica os resultados encontrados nesse trabalho, uma vez que nos extratos
etanolicos e fracBes aquosas das folhas de Schinus terebinthifolius e Eugenia uniflora, o teor
de fenolicos e flavonoides totais foi alto, apresentando capacidade antioxidante.

Vaérios autores vém estudando o potencial antioxidante de extratos e fracdes obtidos de
Schinus terebinthifolius (ROCHA et al., 2019; ULIANA et al., 2016; BERNARDES et al.,
2011; EL-MASSRY et al., 2009) e Eugenia uniflora (SOBEH et al., 2020; FIGUEIROA et al.,
2013).

Rocha et al. (2019), avaliando a qualidade microbioldgica, perfil quimico e atividades
antioxidante e antidiabética de diferentes partes de Schinus terebinthifolius, observaram que, os
extratos metanolicos das raizes, casca do caule e folhas de S. terebinthifolius mostraram
seguranca microbioldgica juntamente com atividades antioxidantes e antidiabéticas,

provavelmente mediada por seus constituintes quimicos, como acido galico.
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Esses autores identificaram potencial antioxidante em extratos metanolicos de folhas de
Schinus terebinthifolius analisado pelos métodos de ABTS e DPPH, e atribuiram a sua maior
eficacia para as atividades bioldgicas testadas ao maior teor de compostos fendlicos desse
extrato, corroborando com os resultados encontrados no presente trabalho.

Uliana et al. (2016) investigaram a atividade antioxidante e antimicrobiana e a
composicdo quimica do extrato da folha e do dleo essencial de Schinus terebinthifolius. Em
resumo, esses achados demonstram o potencial antioxidante e atividade antimicrobiana dos
extratos de S. terebinthifolius, que podem ajudar a explicar o uso popular para infecgéo do trato
urinério.

Nesse trabalho, os autores utilizaram o método de maceracdo das folhas para obtencéo
do extrato etanolico de Schinus terebinthifolius, observando, com uso desse extrato, uma
atividade antioxidante considerada como muito forte. Resultados semelhantes foram
encontrados no presente trabalho, pois a porcentagem de atividade antioxidante dos extratos
etanolicos, também obtidos das folhas de S. terebinthifolius, analisada tanto pelo ABTS como
pelo DPPH, foi alta.

Bernardes et al. (2011), quantificaram os teores de taninos e fendis totais nos frutos da
Schinus terebinthifolius, buscando estabelecer uma possivel correlacdo entre essas substancias
e sua atividade antioxidante. Nesse trabalho, os autores observaram baixos teores de taninos
condensados e fenois totais nas cascas dos frutos, ndo sendo detectados taninos hidrolisaveis
nos mesmos. Apesar disso, o extrato metanolico apresentou elevado potencial antioxidante,
indicando a inexisténcia de uma correlagdo entre a atividade antioxidante e os teores de
compostos fendlicos nesses frutos.

Esses resultados divergiram dos encontrados no presente trabalho, uma vez que existe
correlacdo positiva entre os caracteres teor de fendlicos e flavondides totais e atividade
antioxidante, ou seja, quanto maior o teor de fendlicos e flavondides totais em extratos
etandlicos e fragBes aquosas das folhas de Schinus terebinthifolius, maior serd a capacidade
antioxidante desses.

El-Massry et al. (2009) analisaram composic¢des quimicas e atividades antioxidantes e
antimicrobianas de varias amostras preparadas a partir de folhas de Schinus terebinthifolius
cultivadas no Egito. Nos ensaios, a atividade antioxidante do extrato etanolico foi superior ao
0leo essencial e ao extrato de diclorometano. Nesses achados, a atividade antioxidante,
analisada pelo método de DPPH, foi de aproximadamente 90%, na concentracdo de 0,4 mg.mL"

! Esses resultados foram semelhantes aos deste trabalho, onde a porcentagem de atividade,
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obtida do extrato etandlico de folhas de S. terebinthifolius, foi de 84,67%, na concentracao de
0,39 mg.mL™, também pelo método DPPH (Tabela 2).

Ao determinar a atividade antioxidante do extrato etandlico das folhas de Combretum
collinum Fresen, analisada pelos métodos ABTS e DPPH, e compararam com padrdes. Nesse
trabalho, a atividade antioxidante obtida foi maior que 80%, para ambos os métodos, na menor
concentracio testada, 0,0015625 mg.mL 2, diferindo significativamente do padrio trolox, cuja
atividade foi menor que 50%, tanto para o ABTS como para 0 DPPH (MARQUARDT et al.
2020).

Os achados deste trabalho mostram resultados semelhantes, para 0s extratos etanélicos
das folhas de Schinus terebinthifolius e Eugenia uniflora, onde na menor concentracao, 0,195
mg.mL, a porcentagem média de atividade antioxidante obtida foi de 90,04 e 80,42%, Tabelas
1 e 2, para S. terebinthifolius, e de 93,33 e 83,29%, Tabelas 3 e 4, para E. uniflora, ABTS e
DPPH, respectivamente.

Um ensaio de fracionamento bioguiado conduzido por Sobeh et al. (2020), mostrou que
0 extrato metandlico e fracdo de acetato de etila, obtidos das folhas de Eugenia uniflora, e
analisados pelo método de DPPH, tém elevada capacidade antioxidante, sendo essa atividade
atribuida a presenca de pelo menos 22 metabolitos secundérios, principalmente derivados da
miricetina e quercetina.

Figueirda et al. (2013) quantificaram os teores de polifendis e flavondides e avaliaram
0s potenciais imunomodulador, antioxidante e citotoxico das fracbes de Eugenia uniflora e
Eugenia malaccensis L. Os resultados indicaram que espécies da familia Myrtaceae sao ricas
em compostos com capacidade antioxidante, que podem auxiliar na reducdo da resposta
inflamatoria. Esses autores observaram que fracGes de acetato de etila, butanol e aquosa obtidas
das folhas e sementes de Eugenia uniflora, analisada pelo método de DPPH, apresentaram
potencial como antioxidante, e que a correlacdo da atividade antioxidante encontrada com os
teores de polifendis seria positiva.

Os teores de fendlicos totais foram de 97,08 mgEAG.g?, para extratos etandlicos, e de
98,35 mgEAG.g?, para fracdes aquosas da Schinus terebinthifolius. Em Eugenia uniflora, os
valores encontrados foram de 79,78 e 88,67 mgEAG.g™, para extrato etanolico e fragdo aquosa,
respectivamente. Quanto ao teor de flavonoides totais, 0 extrato etandlico da S. terebinthifolius
apresentou 53,29 mgEQ.g™, e a fragdo aquosa, 35,15 mgEQ.g™. Enquanto, no extrato etanélico
de E. uniflora esse teor foi de 56,88 mgEQ.g?, e na fragdo aquosa, 42,35 mgEQ.g™.

Este maior teor de fendlicos totais encontrado em fragdes aquosas de Schinus

terebinthifolius e Eugenia uniflora, explica em parte, porque ocorreu de maneira geral, maior
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eliminacdo do ABTS e DPPH nas diferentes concentragdes dessa fragédo, comparando-se com
os resultados obtidos nos extratos etandlicos.

Os compostos fenolicos s@o os principais responsaveis pela capacidade antioxidante de
extratos e fragOes vegetais, tendo destaque os flavondides, ja que 0s mesmos possuem grupos
OH" que atuam como doadores de H*, ressaltando seu efeito antioxidante devido as suas
propriedades de oxirreducdo (MARQUARDT et al., 2020; FERRERA et al., 2016; PIETTA,
2000). Nesse contexto, observou-se que extrato etanélico e fracdo aquosa obtidos das folhas de
Schinus terebinthifolius e Eugenia uniflora podem atuar como doadores de H*, tanto para o
ABTS+e quanto DPPHe.

Como ja era esperado, os resultados da eliminacdo do ABTS e do DPPH, nas diferentes
concentracfes do extrato etanolico e da fracdo aquosa de Schinus terebinthifolius e Eugenia
uniflora, e as suas respectivas equivaléncias ao trolox e ao acido ascérbico, correlacionaram-se
positiva e significativamente. O extrato etanolico e a fragdo aquosa de S. terebinthifolius e E.
uniflora apresentaram alta atividade antioxidante, sendo muito eficaz comparativamente as

referéncias, mesmo que testado por mais de um mecanismo.
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4. CONCLUSOES

O extrato etandlico e a fracdo aquosa das folhas de Schinus terebinthifolius e Eugenia
uniflora apresentam elevado potencial antioxidante, quando analisados pelos métodos de ABTS
e DPPH. A atividade antioxidante & maior na fracdo aquosa do que no extrato etandlico, para
Schinus terebinthifolius, tanto pelo ABTS como DPPH, e para Eugenia uniflora, apenas no
DPPH. A eliminacdo do ABTS e do DPPH, nas diferentes concentrac@es do extrato etandlico
e da fracdo aquosa, obtida das folhas de Schinus terebinthifolius e Eugenia uniflora, e as
equivaléncias ao trolox e ao acido ascorbico, respectivamente, correlacionam-se significativa e

positivamente.
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CAPITULO 111

UTILIZACAO DE EXTRATOS DE FOLHAS DE Eugenia uniflora L: RELATOS DO
PERFIL QUIMICO E ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE UMA PLANTA DA
CAATINGA BRASILEIRA

Capitulo aceito na obra Quimica de Produtos Naturais do Brasil: trajetoria, atualidades

e perspectivas - volume 1, Sociedade Brasileira de Quimica, 2023.
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1. INTRODUCAO

O Brasil é um pais que apresenta grande biodiversidade vegetal, e consequentemente
grande potencial quanto a utilizagdo da mesma para fins terapéuticos, visto que as plantas
produzem substancias atuantes, por exemplo, na prevencdo e tratamento de infeccOes, entre
estas, as de origem bacteriana.>? A utilizacio de plantas medicinais é uma prética antiga e
repassada entre geracOes, também relacionada a diversidade de comunidades indigenas,
quilombolas, comunidades rurais e diversidade local .3

Na Caatinga, bioma exclusivamente brasileiro e o maior da Regido Nordeste,
encontram-se diversas plantas que apresentam potencial para uso medicinal, entre as quais,
Eugenia uniflora L., além deste bioma, a mesma estd amplamente distribuida nas regides
Centro-Oeste, Nordeste, Sudeste e Sul.?

Na medicina tradicional, esta planta é utilizada para diversas finalidades de tratamento
de doencas infecciosas, principalmente contra infeccdes intestinais, além de afrodisiaco, anti-
inflamatorio, diurético, antirreumatico, antidiabético, antifebril, entre outras possibilidades.
Variadas partes das plantas sdo utilizadas para estas finalidades, como galhos, folhas, frutos e
partes aéreas, especialmente por meio de infusdes.*®

Diversas técnicas podem ser empregadas para a obtencéo de substancias produzidas na
natureza, sendo necessario a utilizacdo de métodos apropriados de extracdo, a fim de se obter
extratos e frac@es ricas em compostos bioativos.® A escolha do material vegetal a ser submetido
as pesquisas que podem levar ao desenvolvimento de novos farmacos se da, muitas vezes,
através da associacdo do conhecimento empirico de comunidades que fazem uso destas plantas
medicinais, caracterizando uma abordagem etnofarmacolégica.’

Levando em consideracdo o rico valor que E. uniflora representa para medicina popular
do Brasil e seu potencial bioativo, este capitulo tem o objetivo de reunir estudos reportados na
literatura cientifica do Brasil, a fim de elucidar o potencial de folhas desta planta quanto a

atividade antimicrobiana e o perfil quimico da mesma.
2. PERFIL QUIMICO DE EXTRATOS DE FOLHAS Eugenia uniflora L.
Conhecida popularmente como pitangueira, Eugenia uniflora L. é uma espécie nativa

do Brasil. Trata-se de um arbusto denso que normalmente apresenta de dois a quatro metros de

altura. As folhas s@o opostas, simples, com peciolo curto de mais ou menos 2,0 mm, e quando
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maceradas exalam um odor caracteristico. Sua fenologia é fortemente influenciada pelas
condicdes climaticas e por este motivo as épocas de floragdo e frutificacio, podem variar.®

Além disso, diversos estudos estdo sendo realizados a fim de elucidar seu potencial
antioxidante, antimicrobiano, anti-inflamatério, analgésico, antidiabético®!°, hepatoprotetor!?,
neuroprotetor!?, antiparasitario®®, dentre outras diversas atividades. Assim como, analises do
perfil quimico de seus extratos etandlicos e suas respectivas fracoes.®

A literatura cientifica reporta publicacdes relacionadas as analises fitoquimicas das
substancias isoladas das folhas de E. uniflora. A mesma espécie vegetal pode apresentar
variacOes nas substancias quimicas encontradas a depender das condic@es inerentes ao potencial
genético, condicdes edafoclimaticas, como temperatura, altitude, relevo, pluviosidade e outros
fatores da regido onde a espécie vegetal se encontra. 41

Na analise fitoquimica do extrato metanolico de folhas de E. uniflora, coletadas no
municipio de Botucatu, no estado de S&o Paulo, foi identificado a presenca de fendis, taninos,
chalconas, auronas, flavonas, catequinas, flavonoides, saponinas, acidos fortes fixos,
compostos quaternarios, esteroides livres e quinonas.’

Quando avaliado o extrato etandlico de folhas de E. uniflora, coletadas no estado do
Ceard, por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), foram identificados os acidos
galico, clorogénico, caféico eelagico, bem como os compostos cianidina, delpinidin-3-0-
glucosideo rutina, quercitrina, isoquercetina, quercetina, kaempferol e luteolina (Figura 1). No
mesmo estudo, foi demonstrado ainda que o extrato em questdo ndo € citotoxico nem

genotdxico para leucdcitos humanos nas concentragdes de 1-480 pg.mL.18
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Figura 1. Compostos quimicos presentes em extratos de E. uniflora L.

Em extratos obtidos pela técnica de microextracdo e caracterizados por cromatografia
gasosa e espectrometria de massas, foram identificados a presenca de 33 compostos em
amostras de folhas de E. uniflora, coletadas no estado da Bahia, com bi6tipos de frutos de
coloragdo laranja, vermelho e roxo. Destes, a maioria dos constituintes volateis pertencem a
classe dos hidrocarbonetos sesquiterpenos. '° Em extrato acetonico de folhas de E. Uniflora
obtidas no estado de Pernambuco, pela técnica turbo-extracdo, foram identificados os
polifendis, acido galico e miricitrina, através de HPLC.%

Quando avaliado a composi¢do quimica de extrato bruto obtido com acetona, fracdo
aquosa e de acetato de etila de folhas de E. uniflora oriundas do estado de Pernambuco, foram
identificados através de HPLC, os compostos acido galico e acido eldgico e o flavonoide

miricitrina (Figura 1).° Enquanto no perfil cromatografico obtido com o extrato acetonico de
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folhas de E. uniflora, obtidas no estado do Rio Grande do Norte, foram identificados a presenca

de &cido galico e miricitrina (Figura 1). 2

3. ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE EXTRATOS DE FOLHAS Eugenia uniflora
L.

Quando analisado a atividade antimicrobiana do extrato bruto obtido em acetona,
fragOes aquosas e acetato de etila das folhas da pitangueira, foi observado que 0os mesmos
inibiram o crescimento bacteriano de Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Enterococcus faecalis e uma cepa de S. aureus resistente a meticilina (MRSA), Salmonella
enteritidis e Pseudomonas aeruginosa, com valores de concentracao inibitoria minima - CIM
variando de 0,313 a 2,500 pg.mL (Tabela 1). Esses valores podem estar associados a presenca
de &cidos fenolicos e flavonoides identificados. O extrato acetdnico ndo apresentou acdo frente
a MRSA. Os antibidticos cefalotina, gentamicina e vancomicina foram utilizadas como controle
positivo com valores de CIM variando de 0,25 a 8,0 ug.mL™.°

No estudo onde foi avaliado a atividade antibacteriana in vitro do extrato etanolico de
folhas de E. uniflora coletadas na Paraiba, frente as bactérias Streptococcus mutans,
Staphylococcus oralis e Lactobacillus casei (Tabela 1), bem como, foi identificada uma reducgéo
de sangramentos causados por gengivite, quando comparado ao grupo controle, em ensaios
clinicos realizados.?

Ao analisar a atividade antibacteriana do extrato metandlico bruto de folhas de E.
uniflora, frente a cepas S. aureus e Escherichia coli, os autores observaram valor da CIM de
24,1 e 15,9 mg.mL™ (Tabela 1), respectivamente, neste estudo ndo foi utilizado controle
positivo. Valores estes podem estar relacionado a presenca de compostos fendlicos, flavonoides
e terpenos, identificados no estudo em questo.’

Em um estudo onde analisaram o extrato etandlico bruto das folhas de E. uniflora
obtidas em Goiania - Goias, inibiu o desenvolvimento das bactérias Gram-positivas S. aureus,
S. epidermidis, Micrococcus roseus, M. luteus, Bacillus cereus, B. stearothermophilus e B.
subtilis e a cepa Gram-negativa P. aerugionosa, com valores de CIM variando de 0,273 a 8,75
mg.mL* (Tabela 1).%

Ao utilizarem o extrato etandlico de folhas de E. uniflora coletadas no Ceara, com
potencial antifingico frente a cepas Candida albicans, Candida krusei e Candida tropicalis, foi
constatado que o mesmo apresentou CIM > 1024 pg.mL? (Tabela 1), o que ndo demonstrou

relevancia do mesmo como antifingico, no entanto, foi observado efeito sinérgico quando
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houve associa¢do do mesmo com o metronidazol contra a cepa de C. tropicalis, reduzindo a
CIM desse antiflingico em quatro vezes.?

Quando se trata de atividade antifungica do extrato bruto utilizando o solvente acetona,
foi identificada CIM de 0,312 mg.mL™ para C. albicans, Candida dublinienis e Candida
parapsilosis e de 0,625 mg.mL™ para C. tropicalis e Candida glabrata (Tabela 1). Foi
identificado que o mesmo reduziu de forma significativa a formacdo de biofilmes em cepas
produtoras de biofilme de C. albicans e C. tropicalis, na concentragdo de 1 mg.mL™, Esses
resultados foram associados a presenca de acido galico e miricitrina no extrato. 2

No estudo no qual foi avaliado a atividade antifingica de extratos aquoso e acetdnico
de E. uniflora, foi identificada atividade significativa frente a Candida spp., com valores de
CIM® variando de 1,25 a 5 mg.mL™, para ambos os extratos (Tabela 1), esta atividade pode
estar associada a presenca de flavonoides e taninos presentes nos extratos.?°

Pode-se classificar bactérias de acordo com potencial antimicrobiano em relagéo a C1M,
como forte para CIM igual ou menor que 0,5 mg.mL™, moderado de 0,6 a 1,5 mg.mL™ e fraco
quando for igual ou maior que 1,6 mg.mL™.?° Desta maneira pode-se observar que relatos de
extratos acetbnicos mostraram forte atividade com CIM inferiores a 0,5 (Tabela 1) para
bactérias S. epidermidis® e fungos do género Candida spp. %

Alguns trabalhos relatam atividade moderada (Tabela 1) como os extratos aceténicos
para bactérias E. faecalis, P. aeruginosa e S. aureus® e fungos Candida spp.2%?! Os extratos,
aquoso e etandlico, também mostraram atividade moderada para cepas do género Candida
spp. 202

Estes resultados que demonstram que o potencial antimicrobiano classificado de forte a
moderado, para extratos de diferentes solventes para folhas de E. uniflora, foram associados a
presenca de acidos fendlicos, flavonoides e taninos, sendo estes 0s principais compostos

identificados. %202
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Tabela 1. Atividade antimicrobiana de extratos de folhas de Eugenia uniflora L. para diferentes

microrganismos .

Extratos/Fragao Microrganism Teste de CIM Referéncias
0s difusdo (mm) (mg.mL™?)
Extrato acetonico E. faecalis 1,25 9)
P. aeruginosa 1,25
S. aureus 1,25
S. epidermidis 0,31
Fracdo acetato de E. faecalis 2,50 9)
etila P. aeruginosa 2,50
S. aureus 2,50
S. aureus 2,50
(MRSA) 0,62
S. epidermidis
Fracdo aquosa E. faecalis 2,50 9)
P. aeruginosa 1,87
S. aureus 2,50
S. aureus 2,50
(MRSA)
Extrato acetonico  Candida 0,31 (21)
albicans 0,31
C. dublinienis 0,31
C. parapsilosis 0,62
C. tropicalis 0,62
C. glabrata
Extrato aquoso C. albicans 1,25 (20)
Candida spp. 5,00
Extrato acetonico C. albicans 5,00 (20)
Candida spp 1,25
Extrato etandlico  B. subtilis 15 2,18 (23)
Escherichia 14 17,5
coli 25 4,37
P.aeruginosa 25 8,75
S. aureus
Extrato etandlico  Streptococcus 14 (22)
mutans 23
S. oralis 26
Lactobacillus
casel
Extrato etandlico  C. albicans 1,02 (14)
C. kruseli 1,02
C. tropicalis 1,02
Extrato E. coli 15,9 @17
metanolico S. aureus 24,1

CIM — Concentracdo Inibitéria Minima
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4. CONCLUSAO

Estudos realizados nos estados da Bahia, Ceard, Goias, Paraiba, Pernambuco, Rio
Grande do Norte e Sao Paulo, utilizando folhas de Eugenia uniflora L., relatam a presenca de
compostos de classes distintas, especialmente os flavonoides e acidos fendlicos, obtidos de
extratos e fragdes da mesma, que também demonstraram atividade antimicrobiana para
bactérias gram-positivas, gram-negativa e fungos, reafirmando seu potencial bioativo e
consequentemente corroborando para que novas pesquisas sejam realizadas e possam elucidar
o0 potencial desta planta como antimicrobiana, especialmente com o uso de técnicas como de

fracionamento bioguiado para isolamento de compostos bioativos.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Os extratos etanolico e fragGes aquosas de aroeira e pitangueira possuem maior teor de
compostos fendlicos e flavonoides, quando comparado a fracdo hexanica e cloroférmica.

Para a maioria das cepas Gram-positivas e Gram-negativas testadas, aroeira mostra
atividade moderada, algumas destas também apresentaram atividade bactericida e potencial
antibiofilme frente a bactéria Enterococcus faecalis, destacando um possivel potencial para sua
atuacdo como antimicrobiano de amplo espectro.

Por sua vez, os extratos e fragdes de E. uniflora, apesar de apresentar menor potencial
de inibic&o pelo teste CIM quando comparado com a S. terebintifolius, ainda mostra potencial
bioldgico, o que pode fomentar novas pesquisas. Foi identificado potencial antibiofilme para o
extrato etanolico e fracdo aquosa de E. uniflora frente a Listeria monocytogenes.

O extrato etandlico e a fracdo aquosa das folhas de S. terebinthifolius e E. uniflora
apresentam elevado potencial antioxidante, quando analisados pelos métodos de sequestro dos
radicais ABTS e DPPH. A atividade antioxidante € maior na fracdo aquosa do que no extrato
etandlico, para aroeira, tanto pelo ABTS como DPPH, e para pitangueira, apenas no DPPH.

A eliminacdo do ABTS e do DPPH, nas diferentes concentra¢cdes do extrato etandlico e
da fracdo aquosa, obtida das folhas de S. terebinthifolius e E. uniflora, e as equivaléncias ao
trolox e ao acido ascadrbico, respectivamente, correlacionam-se significativa e positivamente.

Junto a estes dados, andlises de atividade citotdxica estdo sendo realizadas e servirdo
para elucidar se os extratos sdo capazer de causar danos celular, a fim de complementar os
estudos sobre aplicacdo destes nas atividades biologicas sitadas anteriormente.

O que demonstra que ambas as plantas podem servir como matérias-primas para
industria farmacéutica, uma vez que possuem compostos bioativo com atividade biolégica

como antimicrobiano e/ou antioxidante, bem como, justifica o vasto uso popular das mesmas.
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