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RESUMO

As infecgbes do trato urinario (ITU) sdo afeccdes comuns, que podem resultar em niveis
significantes de morbidade. Os agentes etioldgicos associados a ITU sdo bactérias
Gram-negativas e Gram-positivas, além do fungo comensal Candida albicans. Além
dos pardmetros classicos associados a infeccéo, as ITU proporcionam o aumento na
formacédo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, o que também acarreta injuria
tecidual, bem como, também ocorre um alto indice de micro-organismos resistentes aos
farmacos disponiveis na clinica médica, o que demanda na prospec¢do por novas
abordagens terapéuticas complementares. No Brasil, a espécie Eugenia brasiliensis
Lam. é conhecida como “berry brasileira” ou grumixama, e existem poucos relatos na
literatura demonstrando sua atividade bioldgica. Este fator associados & escassez de
estudos sobre a espécie brasileira E. brasiliensis, despertou o interesse em novos
estudos relacionados a sua acdo sobre microrganismos relacionados a ITU e atividade
antioxidante. Os extratos utilizados neste estudo foram obtidos a partir da polpa do fruto
liofilizado de E. brasiliensis com diferentes solventes, com objetivo de obter dados de
sua composicdo fitoquimica, avaliar suas atividades antioxidantes, antimicrobianas e
citotoxicas. Foram utilizados como padrfes para os ensaios de atividade antioxidante o
acido elagico, quercetina, &cido galico, &cido cafeico e trolox. Na caracterizacdo
quimica dos extratos foram determinados, os teores de flavonoides totais, compostos
fendlicos totais, antocianinas totais e aclcares totais e realizados testes de identificacdo
para taninos; além disso, um perfil cromatografico por CLAE-UV foi obtido. O extrato
etandlico apresentou atividade antimicrobiana para cepas de Staphylococcus aureus,
Staphylococcus saprophyticus e Candida albicans ATCC18804, enquanto o extrato
aquoso demonstrou atividade antimicrobiana apenas frente ao S. aureus. Em relagéo a
atividade antioxidante observou-se que os “padrdes” &cido elagico, acido gélico, &cido
cafeico e quercetina foram mais eficientes do que as amostras para todos 0s ensaios, e
entre os extratos de E. brasiliensis, o extrato etandlico demonstrou ter maior eficiéncia
para a capturadas espécies reativas O,”, ABTS™, HOCI/OCI e TauCl; enquanto que o
extrato aquoso apresentou maior eficiéncia para o ensaio de clareamento da crocina na
captura do radical ROO® e maior potencial redutor do ion férrico. Para o ensaio do
NO*e H,0, nenhum dos extratos apresentou atividade. Quanto ao potencial citotoxico,
os extratos de E. brasiliensis ndo apresentaram citotoxicidade frente as linhagens

celulares de origem ndo tumoral (macré6fagos, linfocitos e células VERO).



PALAVRAS-CHAVE: Eugenia brasiliensis, grumixama, atividade antimicrombiana,

espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, atividade antioxidante.



ABSTRACT

The urinary tract infections (UTI) are common disorders, which may result in
significant levels of morbidity. The etiological agents associated with UTI are Gram-
negative and Gram-positive, plus commensal Candida albicans fungus. In addition to
the classics associated with infection parameters, the 1TU provide increased formation
of reactive oxygen and nitrogen species, which also causes tissue damage, as well as a
high rate of resistant microorganisms to drugs available in clinical practice, which
requires the prospecting for new medicinal approaches. In Brazil, the specie Eugenia
brasiliensis Lam. are known as “brazilian berry” or grumixama, and there are few
reports in the literature demonstrating your biologic activity. This factor associated with
the lack of studies on the brazilian specie E .brasiliensis stir up interest in new research
related to the activities of microorganisms related to ITU and antioxidant activity. The
extracts used in this study were obtained from the fruit pulp lyophilized of E.
brasiliensis with different solvents in order to get data from their phytochemical
composition, evaluate their antioxidant activity, antimicrobial and cytotoxicity. For the
evaluation of antioxidant activity it was used like standards acid elagic, quercetina, acid
gallic, acid cafeico and trolox. In the chemical characterization of the extracts were
determined, the contents of total flavonoids, total phenolics, total anthocyanins and total
sugars were determined and were performed to tannins; moreover, a profile by HPLC-
UV chromatogram was obtained. The ethanol extract showed activity antimicrobial for
the strains of Staphylococcus aureus, Staphylococcus saprophyticus and Candida
albicans ATCC18804, while the aqueous extract only demonstrated activity
antimicrobial for S. aureus. In relation to the antioxidant activity it is observed that the
“standards” ellagic acid, gallic acid, caffeic acid and quercetin were more efficient and
among extracts of E. brasiliensis ethanolic extract showed greater efficiency for capture
of reactive species O,”, ABTS™, HOCI/OCI" and TauCl; while the aqueous extract was
more efficient for crocina bleaching assay in capturing the radical ROO" and higher
potential reducer of ferric ion. For the test of NO" and H,O, none of the extracts showed
activity. As to the cytotoxic potential, E. brasiliensis extracts showed no cytotoxicity on

cell lines of non-tumor origin (macrophages, lymphocytes and VERO).

KEYWORDS: Eugenia brasiliensis, berries, antimicrobial activity, reactive oxygen and

nitrogen species, antioxidant activity.
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1. INTRODUCAO

1.1. Justificativa

O excesso de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (ERO e ERN) no
organismo sdo combatidos por antioxidantes enddgenos ou obtidos da dieta. O consumo
de antioxidantes presentes nos vegetais estd associado a diminuicdo de danos celulares,
que prejudicam as fun¢bes metabolicas importantes, pois previnem o estresse oxidativo.
Estas disfuncGes metabdlicas estdo relacionadas as doencas cardiovasculares, cancer,
doencas cronicas e neurodegenerativas, entre outras (DROGE, 2002; OLIVEIRA et al.,
2009, BAYNES; DOMINICZAK, 2015).

Atualmente, existe um interesse renovado e crescente na investigacdo das
propriedades de componentes vegetais e seus derivados, com a finalidade de descrever
compostos naturais biologicamente ativos (SEIDIL, 2000; ARAUJO et al, 2004; LIMA
et al, 2005, DEL RE, JORGE, 2012). Além das propriedades nutricionais, as frutas tém
sido recomendadas por sua riqueza em componentes com propriedades antioxidantes,
antimicrobianas, entre outras (LIN, MORRISON, 2002; GAO, FENG, JIANG, 2013).
Produzidos com variedade estrutural, o que Ihes confere propriedades diferenciadas,
estes compostos biossintetizados sdo classificados como alcaloides, terpenos,
compostos fendlicos, glicosideos cianogénicos, dentre outras classes (JIN-MING et al.,
2003; EZZATZADEH et al., 2012). Os principais compostos de origem vegetal que
apresentam acdo antioxidante sdo a vitaminas C e E, taninos, flavonoides e outros
compostos fendlicos (CRAVEIRO; QUEIROZ, 1993; SANDES; DI BLASI, 2000;
SIMOES et al., 2010).

A capacidade fitoquimica de certos extratos em inibir ou retardar a oxidacdo de
outras moléculas através de supressdo da iniciacdo ou propagacdo de reagdes de
oxidagcdo em cadeia tornou-se uma alternativa na medicina complementar. Devido a
esses principios terapéuticos sdo utilizados como antimicrobianos, agentes antitumorais,
anti hepatotoxicos, nutracéuticos, adocantes, aditivos alimentares, alimentos para
animais, entre outras aplicacbes (GORTZI et al.,, 2008; VERMA et al, 2009;
PRASANNABALAIJI et al., 2012; DOUGHARI et al, 2012; MAHBOUBI et al, 2013).

Dentro deste contexto, também hé o crescente interesse na descoberta de novos
agentes com potencial antimicrobiano advindos de produtos naturais contra uma série
de agentes infecciosos. Diversos vegetais tém apresentado marcante atividade

antimicrobiana in vitro e in vivo, justificando dessa maneira a intensa busca na
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etnomedicina a caracterizagdo de propriedades antimicrobianas de compostos presentes
nas plantas (DIAZ et al., 2010).

Na extragdo e isolamento de compostos a partir de amostras vegetais utiliza-se
metodos de separacdo, com diferentes solventes polares e apolares para extracdo de
compostos individuais (SU et al., 2012). Aumentando de forma gradual a polaridade do
solvente na extragdo sequencial tal como cloroférmio, acetato de etila, etanol, agua e
metanol, pode-se obter qualidade e quantidade melhores de compostos de espécies
vegetais (NCUBE et al., 2012). Porém, em um estudo utilizando extragdo simples,
mostrou resultados mais significativos contra doengas do que uma fragdo isolada ou
especifica purificada. Estes dados foram explicados pela interacdo entre os diferentes
grupos de bioativos no extrato que aumentam o efeito terapéutico mais do que 0s
compostos individuais (WILLIAMSON, 2001; MOHAMED et al., 2010).

Dentre os produtos naturais, obtidos de amostras vegetais, e usualmente muito
utilizadas séo preparagdes (produtos) a partir de berries como por exemplo a Vaccinium
macrocarpon Aiton para prevencgdo de infec¢des do trato urinario, as quais vém sendo
estudada desde a década de 1920, quando pesquisadores americanos verificaram a
acidificacdo da wurina apés a ingestio de grandes quantidades da fruta
(BLATHERWICK, LONG, 1923). Posteriormente, estudos utilizando o extrato dos
frutos de V. macrocarpon mostraram sua capacidade de prevenir infecgdes do trato
urinério apos transplante renal, e ainda promover a reducdo da intensidade dos sintomas
desta infeccdo em pacientes hospitalizados (MCMURDO et al., 2005; PAGONAS et al.,
2012). Além desses mecanismos recentemente postulados, segundo Vasileiou (2013)
esta berry (V. macrocarpon) também tem capacidade antioxidante sobre espécies
reativas de oxigénio e/ou de nitrogénio geradas no estresse oxidativo concomitante a
infeccéo renal (PATEL etal.; 2011).

As infeccbes de trato urinario respondem por grande parte dos processos
infecciosos, comunitérios e hospitalares. Estdo entre as doengas infecciosas mais
diagnosticadas, perdendo apenas para as infeccbes respiratorias, e podem resultar em
uma significante mortalidade; sdo responsaveis por uma grande propor¢do do consumo
de agentes antimicrobianos, e possuem amplo impacto sécio econdmico, sendo a
principal causa das infecgdes nosocomiais (BLACK, 2002; REMONATTO, 2006).

Pertencente ao género Eugenia, um dos maiores dentro da familia Myrtaceae, a
Eugenia brasiliensis Lam, comumente conhecida como grumixama, ou berry brasileira

é um exemplo de planta com potencial uso antioxidante e antimicrobiano. Em estudo
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realizado por Silva et al. (2014), constatou-se a presenca de compostos fendlicos na E.
brasiliensis Lam. Além disso, o extrato etandlico 80% da polpa de E. brasiliensis
demonstrou acéo antioxidante na captura de algumas espécies reativas e atividade anti-
inflamatoria (INFANTE et al., 2016). Alguns trabalhos demonstram outros potenciais
terapéuticos de espécies do género Eugenia, como: efeito hipoglicemiante, antioxidante
(RAVI et al., 2004; TAKAO et al., 2015), efeito protetor contra a hipertrofia renal
causada pelo diabetes em ratos tratados com extrato etandlico da Eugenia jambolana
Lam (GROVER, et al., 2001), efeito antitumoral de seus taninos hidrolisaveis isolados
em células HL-60 (YANG, et al., 2000) e efeito anticonvulsivante em camundongos
tratados com o 0Oleo essencial da Eugenia caryophyllata Thunb (POURGHOLAMI et
al., 1999).

Estudos mostraram que espécies do género Eugenia apresentam atividade
antibacteriana, como, por exemplo, a Eugenia caryophyllus (Spreng), que apresentou
inibicdo do crescimento de E. coli, Salmonella typhimurium, S. aureus e Listeria
monocytogenes (POURGHOLAMI et al., 1999). A mesma espécie inibiu também o
crescimento de Helicobacter pylori, bactéria associada & pelo aparecimento de Ulcera
gastrica (LI et al., 2005). O 6leo essencial obtido das folhas de Eugenia uniflora L.
demonstrou forte inibi¢&o do crescimento de cepas de Bacillus cereus (OGUNWANDE
et al., 2005). A atividade antibacteriana da espécie Eugenia umbelliflora O. Berg
também j& foi descrita na literatura, quando folhas e frutos destas espécies mostraram
atividade promissora contra micro-organismos Gram-positivos, como Staphylococcus
aureus (MACHADO et al., 2005).

As especies E. brasiliensis e V. macrocarpon, conhecidas popularmente como
berries sdo encontradas em regiGes geograficas distintas e, apesar de possuirem
diferentes classificacbes taxondmicas, apresentam grande potencial farmacoldgico, no
que diz respeito a propriedades anti-inflamatéria, antioxidante e antimicrobiana, além de
semelhangas na composi¢do quimica. Atualmente o género Eugenia contém espécies
bem descritas em relacdo potencial das mesmas propriedades supracitadas. Estes
fatores, associados & falta de estudos da espécie brasileira Eugenia brasiliensis
despertam o interesse para novas pesquisas relacionadas a sua atuagdo sobre infeccdes
no trato urinério e renal, bem como, nos permite prospectar se 0s extratos provenientes
desta espécie sdo possiveis agentes terapéuticos, promissores no tratamento de doengas

inflamatoérias cronicas, tal como a ITU.
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1.2. REVISAO DE LITERATURA

1.2.1. Género Eugenia

A familia Myrtaceae compreende cerca de 80 géneros, com aproximadamente
3.000 espécies de arvores e arbustos, largamente espalhadas nas florestas brasileiras e
distribuidas em regiBes tropicais e subtropicais do globo (VIEIRA et al., 2004; DE
OLIVEIRA et al., 2005). Esta familia est4 dividida em duas subfamilias: Myrtoideae e
Leptospermoideae. No Brasil, todos os representantes nativos pertencem a subfamilia
Myrtoideae, onde se inclui o género Eugenia (LIMBERGER et al., 2004).

O género Eugenia é considerado um dos maiores da familia Myrtaceae, com
aproximadamente 500 especies de &rvores e arbustos, dos quais cerca de 400
distribuem-se no Brasil (DE OLIVEIRA et al., 2005) e assumem destaque especial, por
fornecer extratos utilizados na medicina popular como agentes antimicrobianos, anti-
inflamatérios (HUSSEIN et al., 2003), antidiabéticos, nas arritmias ou insuficiéncia
cardiaca (VENDRUSCOLO et al., 2005) entre outras aplicagdes (TIMBOLA et al.,
2002).

No Brasil, entre as espécies mais conhecidas e apreciadas de Eugenia
encontram-se E. uniflora L., E. edulis, E. jambolana e E. caryophyllus, comumente
conhecidas como  pitangueira, jabuticabeira, jamboldo e cravo-da-india,
respectivamente(REVILLA, 2002; PEPATO et al., 2005, BANDYOPADHYAY et al.,
2012; OLIVEIRA et al., 2014; HEMALATHA et al., 2015).

Estudos quimicos com espécies do género Eugenia mostraram a presenca de
metabdlitos secundarios das classes de flavonoides, taninos hidrolisaveis, terpenos,
incluindo também metabdlitos volateis presentes em 6leos essenciais (LUNARDI et al.,
2001; MAHMOUD et al., 2001; HUSSEIN et al., 2003, FRIGHETTO et al., 2005;
OLIVEIRA et al., 2005;PRADO et al., 2014), enquanto, sob o ponto de vista
farmacoldgico, estudos realizados com extratos e compostos isolados, comprovaram as
atividades anti-inflamatdria, analgésica, antifungica, antibacteriana, antipirética,
antidiabética e antioxidante (KUSKOSKI et al., 2003; VELAZQUEZ et al., 2003;
RAVI et al., 2005; BARBOSA-FILHO et al., 2005; LIMA et al., 2006; OUSSALAH et
al., 2007; BAGETTI et al., 2009; JASNA et al. 2013; TAKAO et al.; 2015).A analise
dos dados da literatura demonstra que o género Eugenia possui importantes espécie
vegetais que, apresentam diversas a¢des farmacoldgicas, porém a espécie E. brasiliensis

ainda é pouco estudada.
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1.2.2. Eugenia Brasiliensis Lam.

A espécie vegetal Eugenia brasiliensis Lamarck (familia Myrtaceae) €
popularmente conhecida como grumixama, cereja-brasileira ou berry brasileira. E nativa
do Brasil, e encontrada nas regides da mata litoranea, desde o sul da Bahia até Santa
Catarina (LORENZI, 1992; FISCHER et al., 2005).Existem trés variedades da espécie
de acordo com a cor dos frutos: variedade a apresenta frutos roxos, sendo a mais
comum; variedade B, com frutos vermelhos e variedade y, com frutos amarelos (Figura
1) (MORENO et al., 2007).

Figura 1. Eugenia brasiliensis Lam. variedade amarela (A) e variedade roxa (B).

Nota: Fotografia retirada do livro série frutas da mata atlantica, de Sérgio Fernando Sartori.

Tem sido amplamente estudada por suas propriedades farmacoldgicas, tais como:
anticolinesterasica, anti-inflamatoria, antimicrobiana e antioxidante (SERAFIN, 2006;
MAGINA, et al., 2009; SIEBERT et al., 2014; INFANTE et al., 2016). Recentemente,
estudos in vivo demonstram que o extrato hidroalcodlico das folhas de Eugenia
brasiliensis apresenta efeito antidepressivo, em baixas concentracdes; tal efeito foi
associado a sua interacdo com os receptores serotoninérgicos (5-HT1A e 5-HT2),
noradrenérgicos (al) e dopaminérgicos (D1 e D2) (COLLA et al., 2012).Além disso,

antocianinas isoladas desta espécie, como delfinidina e cianidina, foram capazes de
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inibir a liberacdo de interleucina-8, uma citocina pro-inflamatdria; em cultura de
células, apds estimulo inflamatério (PIETROVSKI et al., 2008).

Para a espécie E. brasiliensis, ja foram identificados alguns compostos. No éleo
essencial das folhas estdo presentes a- e f-pineno, a- e p-selineno, p-cariofileno,
espatulenol e T-cadinol. Nos frutos j& foram identificados carotenoides, sesquiterpenos
oxigenados, antocianinas (delfinidina-3-glicosideo e cianidina-3-glicosideo), &cido
ursdlico, flavonoides (miricetina, rutina, kaempferol e quercetina) e taninos
hidrolisaveis (VERIN, 1996; APEL, et. al., 2004; FISCHER et al., 2005; FRIGHETTO
et al., 2005; MORENO et al., 2007; REYNERTSON et al., 2008, ABE, et al., 2011,
FLORES et al. 2012; SILVA et al., 2014, TEIXEITRA et al.; 2015).

1.2.3. Espécies reativas de oxigénio (ERO), nitrogénio (ERN) e enxofre
(ERE)

Por definicéo, radicais livres sdo espécies geradas durante processos de oxido-
reducdo que ocorrem no metabolismo celular dos seres vivos, onde estdo envolvidos
com a produgdo de energia, fagocitose, regulagdo do crescimento celular, sinalizagéo
intracelular e sintese de biomoléculas importantes. O radical livre € um atomo ou
molécula que possui um ou mais elétrons desemparelhados em seu orbital externo; é
bem estabelecido que os elétrons sejam mais estaveis quando se encontram pareados, ou
seja, com a valéncia saturada. Desta forma, os radicais livres s80 em sua maioria
altamente instveis e reativos. A reatividade dos radicais livres ocorre para uma
variedade de moléculas ou substratos (BARREIROS, DAVID, DAVID 2006). Ha
também, espécies no radicalares como oxigénio singlete (*O,), perdxido de hidrogénio
(H,0;) e o acido hipocloroso (HOCI), que embora ndo possuam elétrons
desemparelhados apresentam alta reatividade e podem gerar espécies radicalares na
presenca de algumas biomoléculas (HALLIWELL, GUTTERIDGE, 2010)

A producdo de ERO e/ou espécies ERN sdo parte integrante da homeostase do
metabolismo e, portanto, observada em diversos processos fisiolégicos (NOGUTI et al.,
2013). Porém, a producdo excessiva desses oxidantes pode resultar em estresse
oxidativo, ou seja, em um desequilibrio entre processos pré e antioxidantes. O dano
celular resulta basicamente do ataque destas ERO e/ou ERN sobre macromoléculas, tais
como DNA, proteinas, lipideos e carboidratos. Existem evidéncias de que o estresse
oxidativo altera os processos de transformacéo e morte celular, com consequéncias

diretas sobre a fisiopatologia de doengas crbnicas, como: autoimunidade, infecgdes,
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doencas cardiovasculares, pulmonares, renal, intoxicagdes por xenobidticos e o cancer
(VASCONCELOS et al., 2007; HALLIWELL, GUTTERIDGE, 2010; ROSSO, 2013).

Em condicdes fisiologicas do metabolismo celular aerdbio, o O, sofre redugéo
tetravalente aceitando até quatro elétrons, resultando na formagdo de 2 H,O. Durante
esse processo, podem ser formados intermediarios reativos, como radical anion
superéxido (O2"), radical hidroxila (OH’) e peréxido de hidrogénio (H.O,). Outras
espécies reativas formadas durante os processos metab6licos sdo o oxigénio singlete
(*0,), radical alquila (R"), radical alcoxila (RO"), peroxila (ROQ"), 6xido nitrico (NO") e
0 anion peroxinitrito (ONOO"). As ERO podem surgir também de outras fontes, como
em reacdes da NADPH oxidase, xantina oxidase, oxido nitrico sintase, da auto-oxidagao
de catecolaminas, e até com o aumento dos niveis de angiotensina Il, aldosterona, e a
liberacdo de citocinas pro-inflamatorias. Raios-X, ultra-som e luz ultravioleta s&o
fatores fisicos que também podem promover a formacdo dessas moléculas reativas
(BARREIROS, DAVID; DAVID, 2006; BERRY, HARE, 2004; CHATTERJEE, 2009;
MATTILA et al., 2015). Além disso, nas rea¢des inflamatorias, neutréfilos e mondcitos,
que desempenham um papel essencial na defesa do hospedeiro contra patdgenos
microbianos, liberam O,", H,O,, OH" e 0 HOCI, associados aos peptideos microbianos
e proteases presentes nestas células, constituem um potente arsenal antimicrobiano (EL-
BENNA et al., 2005; EL-BENNA, DANG, GOUGEROT-POCIDALO, 2008;
FLANNAGAN, COSIO, GRINSTEIN, 2009, PISOSCHI, POP, 2015).

1.2.3.1.  Anion radical superdxido (O,°") e radical hidroperoxila (HO,")

A producédo de O,"ocorre principalmente dentro da mitocondria apds a redugao
monoeletrdnica do oxigénio, durante a cadeia de transporte de elétrons e por complexos
enziméticos. A partir desta producdo podera ocorrer a formacdo das demais ERO, como
0 HO', que possui reatividade ainda maior. Além disto, ocorre produgdo de O,"em
reagbes de oxidacdo ndo cataliticas, como a auto-oxidacdo de grupos heme
(WINTERBOURN, 1990; KNIGHT, 1998). Estas espécies podem provocar Sérios
danos, reagindo com proteinas, lipideos de membranas e acidos nucléicos (DROGE,
2002; NELSON; COX, 2011).

Nas mitocondrias ativas, cerca de 0,1 a 4 % do oxigénio utilizado na respiracéo
forma o O," e esta quantidade é suficiente para ter efeitos letais, porém isso ndo

acontece por ele ser rapidamente removido dos tecidos pelos mecanismos de defesa
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antioxidante do organismo como a presenca da superoxido dismutase (SOD)
(MATTILA et al., 2015; NELSON; COX, 2014).

O peréxido de hidrogénio é formado por dismutagdo espontanea do O," ou em
reacdo catalisada pela SOD (reacdo 1), o que remove o O," dos sitios de sua formacéo
(BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006; NELSON; COX, 2014).

. , SOD
20 +2H ——> H02,+02 (1)

Apesar dos danos que podem ser causados pelo O,", este radical também é
gerado pela ativacdo da NADPH oxidase que esta presente na membrana de fagocitos,
células presentes em processos inflamatdrios, para combater virus, bactérias e fungos.
Apesar de apresentar fraca acdo bactericida, a partir dele sdo geradas outras espécies
reativas com forte atividade antimicrobiana, como HOCl e ONOO™ (DIAZ et al., 1998;
BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006 ).

O radical pode ser protonado pela abstracdo de um proton ou de doadores de
protons, como o &cido ascorbico (Asc) (reagdes 2 e 3, respectivamente) em pH 7,0.
Porém somente 0,25 % do O,"sofre protonagdo, formando um oxidante mais forte, 0

radical hidroperoxil (HO2"), que atravessa mais facilmente as membranas biolégicas.

0,"+ H'— HO,’ 2)
0,7+ AscH, — HO,+ AscH™ (3)

1.2.3.2.  Peroxido de hidrogénio (H,0y)

O H;0; pode ser gerado pela dismutagdo espontanea do O," ou em reacéo,
catalisada pela SOD (reagdo 1). Porém, a atividade de oxidases localizadas nos
peroxissomas, como urato oxidase, glicose oxidase, oxidase D-aminoacido pode resultar
na sintese direta de peroxido de hidrogénio pela reducéo bieletronica de O,. H,O, é
capaz de produzir radicais altamente reativos como resultado da sua interacdo com ions
de metal como o ferro e o cobre, em reacdes que produzem o HO', e este radical pode
assim participar na lipoperoxidacdo de membranas. A acéo direta de H,O, envolve o
ataque sobre a estrutura de heme proteinas com a liberacdo de ferro, inativagdo de

enzimas e, além disso, oxidacdo de DNA, lipideos, grupos-SH, e geracéo de ceto-4cidos
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(GUTTERIDGE, 1994; KOHEN, NYSKA, 2002; VASCONCELOS et al.,2007;
TORTORA; FUNKE; CASE, 2012). Entretanto esse composto também possui agdes
benéficas ao nosso organismo, como por exemplo, a sua utilizacdo pelos fagécitos na
producéo de &cidos hipohalogenosos, que sdo oxidantes muito efetivos no combate a
virus e bactérias (FERREIRA; MATSUBARA,1997; BARREIROS; DAVID; DAVID,
2006; VALKO et al., 2006; TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

O H,0, apresenta reatividade intermediaria em relacdo ao O,"e HO" e, por ser
uma molécula pequena, atravessa as membranas celulares, gerando o radical HOO". Nos
neutrofilos, que tem como fungdo proteger os tecidos, e que contém a enzima
mieloperoxidase (MPO) (EC 1.11.1.7) catalisa a reacdo do H,O, com CI™—, produzindo
outra ERO, 0 HOCI (NELSON; COX, 2014; BAYNES; DOMINICZAK, 2015).

1.2.3.3. Radical hidroxila (HO")

O HO é um dos radicais mais reativos, pois tem uma meia-vida praticamente
determinada pelo tempo de colissfo com uma biomolécula alvo, é da ordem de
nanossegundos. Com alto potencial oxidante é capaz de reagir com vérias biomoléculas,
portanto uma vez formado pode causar modificagdes no DNA, danos nas proteinas,
causando a inativacdo de enzimas e peroxidagdo lipidica; soma-se a isso o fato dos
organismos néo apresentarem mecanismos de defesa contra esse radical (BARREIROS;
DAVID; DAVID, 2006; HALLIWELL;, GUTTERIDGE, 2010; BAYNES;
DOMINICZAK, 2015)

Para a produgédo de HO'", existem dois mecanismos possiveis: a reagdo de Fenton
(reacdo 4), onde a reducdo do H,O; é catalisada por metais de transicdo como ions
Fe?*,Cu®, Cr®*, Ni**, Co®", Ti**, esse radical também pode ser formado a partir da
reacdo do O, com H,O,, reagdo de Haber-Weiss (reacdo 5), porém, em meio aquoso, a
constante de velocidade dessa reacdo € proxima a zero. Entretanto, na presenga de
metais de transicéo, essa reacdo ocorre com velocidade significativa, podendo causar
danos oxidativos in vivo (RAMOS et al, 1992; LAURINDO et al.,, 1996;
HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2010; BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006; RADA
et al., 2008).
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H,0, + Fe* — Fe*" +HO +HO"  (4)
02._"‘ H202 —> 02 + HO™+ HO’ (5)

Fe**+ 02" — Fe* +0,
Fe’* +H,0, — HO'+HO+Fe*

Fe™
0,” +H,0, — 0,+HO +HO"

Assim, se o radical for produzido préximo ao DNA (&cido desoxirribonucléico)
e a este DNA estiver fixado um metal de transi¢éo, poderéo ocorrer modificacOes de
bases purinicas e/ou pirimidinicas, levando a inativagdo ou mutagdo do DNA. O HO’
pode, também, inativar varias proteinas (enzimas e de membrana celular), ao oxidar
seus grupos sulfidrilas a pontes dissulfeto e de forma relevante iniciar a oxidacdo de
acidos graxos poli-insaturados das membranas celulares (peroxidacdo lipidica)
(FERREIRA, MATSUBARA, 1997; LIMA, ABDALLA, 2001).

Primeiramente, esse radical reage com as biomoléculas por reagdes de abstracdo
de hidrogénio gerando radicais, os quais sofrem reacbes subsequentes, formando
produtos caracteristicos denominados biomarcadores de estresse oxidativo. A
membrana celular é um dos principais alvos desses radicais por ser rica em &cidos
graxos poli-insaturados que podem ser rapidamente oxidados. Esse dano peroxidativo
afeta a funcionalidade e integridade das membranas, produzindo assimetria na
membrana fosfolipidica e impossibilitando a célula de manter gradientes i6nicos entre
0s meios intra e extracelular (BAYNES; DOMINICZAK, 2015).

1.2.3.4.  Acido hipocloroso (HOCI)

Em fagdcitos, a maior parte do H,O, produzido é co-substrato da enzima MPO
que é liberada dos grénulos azurdfilos, originando um intermedidrio redox a MPO |, que
oxida o ion cloreto formando o HOCI; € a Unica da classe das peroxidases que possui a
propriedade de catalisar a conversdo do H,O, e CI" a HOCI (reagdo 6) (HAMPTON et
al., 1998; EL-BENNA et al., 2005; PISOSCHI, POP; 2015). O HOCI é o principal e o
mais potente microbicida produzido por essas celulas (SILVA, 2001; PREISER, 2012).
No entanto, nos sitios inflamatérios é capaz de atacar biomoléculas de importancia
fisioldgica, como grupos tidis e aminas de aminoécidos, bem como, nucleotideos e
ascorbato; além disso, as células de mamiferos ha auséncia de defesas enzimaticas
contra oxidantes clorados (WEISS, 1989; LAPENNA, CUCCURULLO, 1996; EL-
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BENNA et al., 2005; BROWN, GRIENDLING, 2009; BAYNES; DOMINICZAK,
2015).

MPO .
H,0, + CI'___5 HOCI + HO" (6)

Torna-se importante salientar a reacdo entre o HOCI e o grupamento NH;
presente em aminoacidos gera as cloraminas, compostos altamente reativos, estendendo
a capacidade microbicida do HOCI. As cloraminas sdo oxidantes mais estaveis e menos
toxicos que o HOCI. Dentre os aminoacidos, 0 B-aminoacido taurina, de maior
abundancia em neutrdfilos, é um dos principais alvos que reagem com o HOCI
formando taurina cloramina (TauCl) (ZGLICZYNSKI et al., 1971; KHALIL, 2005).

1.2.3.5.  Oxido Nitrico (NO) / Peroxinitrito (ONOQ")

O radical NO™ é uma molécula gasosa simples, habitualmente encontrada no ar
atmosférico em pequenas quantidades, altamente toxica por ser um radical livre, o que a
torna um agente altamente reativo. Est4 envolvida em inimeros processos fisioldgicos
que variam desde a neurotransmissdo (KATZUNG, 2006; YUAN et al., 2009) até a
modulacdo do ténus muscular endotelial como também do estado inflamatério, agindo
na vasodilatacdo e agregacdo plaquetaria (SAHA et al., 2006), quimiotaxia e tem acdo
bactericida (KATZUNG, 2006). O NO" é um potente oxidante produzido tanto pelas
células endoteliais quanto por macréfagos e pode exercer efeitos protetores ou
aterogénicos, dependendo da sua fonte de produgdo. Quando sintetizado a partir de
Oxido nitrico sintase endotelial, sua funcdo vasodilatadora oferece protecdo contra a
hipertenséo e a progressdao de aterosclerose (DEANFIELD, HALCOX e RABELINK,
2007). O NO’ liga-se a hemoglobina e outras proteinas que contém o grupo heme
ocorrendo o término de sua atividade biolégica (SNYDER, 1992).

Em altas concentragbes o NO" pode reagir com o O;" produzindo o anion
potencialmente deletério, o ONOO™ (PELUFFO, RADI, 2007), aumentando o estresse
oxidativo, induzindo peroxidacédo lipidica, desestabilidade nas membranas, oxidacéo e
nitracdo de proteinas e danos ao DNA (ROBINSON et al., 2001, VIRAG et al., 2003;
IPPOUSHI, 2009; YUAN et al., 2009).
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1.2.3.6. Radical peroxila (ROO") e alcoxila (RO")

Os radicais ROO"e RO’ podem ser considerados produtos da lipoperoxidagdo, na
qual ha reacdes de carbono radicalar com oxigénio e decomposicdo de perdxidos
organicos. O ROO" apresenta a maior meia-vida das ERO, aproximadamente 7 s,
enquanto que o radical RO" apresenta 1 ps. Outras ERO, principalmente, 'O, e HO" sdo
as precursoras para a sua formacdo (VALKO et al., 2006; VASCONCELOS et al.,
2007; MATTILA et al., 2015).

Com o aparecimento do radical ROO" ocorre a formagdo de um radical RO’ e
hidroperoxidos de lipideos (ROOH). As reaces a seguir (reagdes 7 — 14) demonstram a

formacéo dessas espécies reativas (MATTILA et al., 2015).

HO'+ RH — R+ H,0 (7)
R+ %0, — ROO’ (8)
ROO'+ RH — ROOH +R"  (9)

Na reagdo (7) ocorre o inicio do processo onde aparecem os radicais de lipideos
e na (8), a adi¢do de uma molécula de oxigénio no radical de carbono (R’), formando o
radical ROOe. Apos (reacdo 9), este radical gerado abstrai um &tomo de hidrogénio de
outra molécula de lipideo, como ocorre na reagdo (7). A reacéo (9) é conhecida como a
reacdo que encadeia a propagacéo, pois ela fornece os radicais de carbono para a reagéo
(8) e leva a acumulagdo de ROOH que pode ser decomposto espontaneamente em
condic@es criticas como, por exemplo, altas temperaturas, ou através da oxidagdo ou
reducdo de metais de transicdo, ou interagdes com radicais (reagbes 10 - 14)
(MATTILA et al., 2015).

ROOH — ROO" + H' (10)
ROOH — RO’ + HO (11)
ROOH + M™ — RO" + OH™ + M™D*  (12)
ROOH + M™* . ROO" +H + M ™ (13)
ROOH + R" — ROO" + RH (14)

1.2.3.7.  Oxigénio singlete (*O,)
Uma das formas deletérias do oxigénio ao organismo é o oxigénio singlete (‘Oy),
pois é a causa ou 0 intermediario da toxicidade fotoinduzida do O, em organismos

vivos. O seu tempo de meia-vida depende muito do meio onde se encontra. Em meio
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aquoso, sua meia-vida € muito pequena, pois ele se choca com as moléculas de H,O
transferindo sua energia de excitacdo, desativando-se e retornando ao estado
fundamental de oxigénio triplete. Em meio organico é mais comum o choque com
transferéncia de energia, sem reacdo quimica, seguida da dissipacdo dessa energia na
forma de calor. Esse tipo de choque é denominado “quenching” colisional e representa a
forma como a agua desativa 0 'O, com a inversdo do spin do elétron no orbital
antiligante. Porém, em meio organico, a meia-vida do oxigénio singlete é maior e,
portanto, pode causar algumas reacfes quimicas com determinados aceptores por
incorporagdo de O,. A diferenca entre essa ERO e o oxigénio molecular estd na
auséncia de restricdo na transferéncia de elétrons, sendo altamente reativo. Sua
formacdo pode ocorrer através da reacdo entre H,O, e HOCI ou pela dismutacdo
espontanea do O," (reacOes 15 - 18) (BECKMAN; AMES, 1998; EBERHARDT, 2000;
MATTILA et al., 2015).

Pode causar danos nas proteinas pela oxidagdo dos aminoacidos, principalmente
da histidina, metionina e triptofano e, também, dar inicio ao processo de
lipoperoxidacdo, produzindo os ROO" e RO" (BRADLEY; MIN, 1992; HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 2010).

H,0, + OCI'— H,0 + CI' + 0, (15)

0,"+ 0, — H,0, + 10, (16)
ROO’ + ROO® — 2RO’ + 10, (17)
HOCI + O, — CI' + "OH + 'O, (18)

1.2.4. Estresse Oxidativo

As espécies reativas alteram as funcOes de diversas classes de biomoléculas; os
principais alvos de oxidacdo das ERO sdo os A&cidos graxos poli-insaturados,
especialmente o 4cido araquiddnico e acido docosahexaendico, que levam ao
malondialdeido (MDA) e 4-hidroxinonenal, marcadores reconhecidos do estresse
oxidativo. Além do marcador MDA, os antioxidantes enddégenos, como metaloenzimas
(Cu, Zn-SOD) e glutationa peroxidase dependente de selénio (GSHPXx) sdo considerados
muito importantes. Em varias patologias é observado o aumento do nivel de MDA
quando h& excesso de ERO, sendo possivel a correlagéo entre o estresse oxidativo e 0s
danos causados. A Cu, Zn-SOD é uma enzima intracelular encontrada em todas as
células aerdbias e sua atividade depende das reservas de cobre e zinco dos tecidos.

Através dela ocorre a dismutacéo catalisada do O," em uma espécie menos toxica, 0
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H,0,. A GSHPx é uma enzima intracelular encontrada em muitas células de mamiferos
que pode metabolizar o H,O, e hidroperoxidos de lipideos. A sobrecarga oxidativa no
microambiente celular causa oxidagdo dos lipideos, proteinas e DNA que geram
produtos como alcodis, aldeidos, cetonas e 6xidos de colesterol que, em sua maioria,
também sdo toxicos aos linfocitos e macrdéfagos, prejudicando o sistema de defesa
(FERRARI, 2000; CHERUBINI et al., 2005; GANDHI, ABRAMOQOV, 2012; RAHAL et
al., 2014).

Portanto, pode-se considerar que o de estresse oxidativo ndo se restringe a danos
dos radicais livres as biomoléculas, mas depende da intensidade do desequilibrio redox
nas células (LOPEZ-ALARCONA, DENICOLA, 2013). Sendo um processo bastante
complexo, o impacto do estresse oxidativo no organismo depende de alguns fatores
como o tipo de oxidante, o local e intensidade de sua produgdo, a composi¢édo e
atividade de vérios antioxidantes e a habilidade dos sistemas de defesa antioxidante
(DURACKOVA, 2007).

As ERO estdo envolvidas diretamente em patologias como doenca de
Alzheimer, esclerose multipla, mal de Parkinson, cancer, sindrome de Down, entre
outras. No processo de envelhecimento, o estresse oxidativo & consequéncia do
desacoplamento das reagBes de transporte de elétrons e da elevacdo e acumulo dos
niveis de metais o que causa aumento das oxidagdes biomoleculares, como as proteinas,
alterando a homeostase celular ou até mesmo levando a apoptose celular (FINKEL;
HOLBROOK, 2000; SALGANIK, 2001; VALKO et al., 2006; RODRIGUES, 2007;
DURACKOVA, 2010; NIKI et al., 2010).

1.2.5. Antioxidantes

A prevengdo da toxicidade das ERO inclui vérios antioxidantes definidos como
compostos que quando presentes em baixas concentra¢fes, comparadas as do substrato
oxidavel, regeneram o substrato ou previnem significativamente a oxidacdo do mesmo
(HALLIWELL, GUTTERIDGE, 2010; NIKI, 2010); entre estes agentes observa-se
antioxidantes enzimaticos e ndo enziméticos. De acordo com o mecanismo de acdo
sobre as ERO, os antioxidantes podem ser denominados “scavenger”, quando agem
transformando uma ERO numa outra menos reativa, ou “quencher” quando conseguem
neutralizar completamente a ERO absorvendo a energia de excita¢cdo, como no caso do
'0,. Esses mecanismos sdo utilizados para prevencdo e/ou tratamento de diversas

doengas. Assim, a investigacdo sobre agentes antioxidantes obtidos de produtos naturais
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se torna importante, em especial no estudo dos alimentos funcionais (EVELSON, 2002;
HIRATA et al., 2004; BARREIROS, DAVID, DAVID, 2006; RIBEIRO et al., 2008).

O organismo dispde de mecanismos antioxidantes que controlam a quantidade
de espécies reativas evitando a ocorréncia de danos teciduais, como por exemplo, as
enzimas antioxidantes superéxido dismutase (SOD), catalase, glutationa peroxidase
(GSHPx) e glutationa redutase (GSHRd), através dos quais 0 organismo mantém a
concentragdo das ERO dentro dos limites fisiolégicos; glutationa S-transferases, que
atuam na detoxificacdo de agentes alquilantes; e a tiorredoxina redutase, que age na
regulacdo da expressdo de genes redox-sensiveis. Incluem ainda as enzimas que
catalisam reagdes geradoras de equivalentes redutores nos compartimentos citosélico e
mitocondrial: glicose-6-fosfato desidrogenase e 6-fosfogluconolactona (SHARMA,
MONGAN, 2001; WICKENS, 2001).

Além desses mecanismos enziméticos para o equilibrio das espécies reativas,
existem a atuacéo dos antioxidantes ndo enzimaticos, que incluem moléculas do préoprio
organismo e outras exdgenas, sintéticas ou naturais, incluindo moléculas lipofilicas e
hidrofilicas, as quais sdo provenientes da dieta. Entre as biomoléculas naturalmente
antioxidantes, destacar o a-tocoferol (vitamina-E), B-caroteno (pro-vitamina-A), &cido
ascorbico (vitamina-C), e compostos fenolicos onde se destacam os flavondides e
poliflavondides (KLAUNIG et al., 2010). Sua atividade também depende da sua
solubilidade, além disso, o pH é um pardmetro determinante na capacidade oxidativa
destes compostos, sendo assim, o pH dos meios biol6gicos € um fator que pode
influenciar na sua atividade (MORGAN et al., 1997).

O sistema de defesa celular pode atuar em duas linhas. Uma delas é constituida
por glutationa reduzida (GSH), SOD, catalase, GSHPx e pela vitamina E, e atua como
detoxificadora do agente antes que ele cause lesdo. A outra linha de defesa, constituida
pelo acido ascdrbico, GSHRd, GSHPx, entre outros, tem a funcdo de reparar a leséo
provocada pelos radicais (ROSS, MOLDEUS, 1991, FERREIRA, MATSUBARA,
1997) e esta relacionada com a remogdo de danos da molécula de DNA e constituicdo
das membranas celulares danificadas (EVELSON, 2002).

De relevancia para este estudo é o envolvimento das ERO na iniciacdo e
progressdo da doenca renal crénica, com destaque da intensa atividade do transporte
ativo, no tubulo proximal que promove o aumento no consumo de oxigénio. Além

disso, varias doencas renais congénitas e adquiridas induzem a formacdo de ERO em
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células do tubulo proximal (MIYATA et al., 2010). Portanto, os antioxidantes podem

auxiliar no tratamento/prevencédo de doenca renal cronica (LAI, TANG, 2011).

1.3. Infecgéo do trato urinario

Os maleficios relacionados & patogenicidade de espécies microbianas
classificam-se como um problema de satde publica, por desencadearem uma série de
manifestacBes clinicas patogénicas que causam diversos efeitos nocivos a salde do
homem e podem levar muitas vezes ao 6bito do paciente acometido (BATISTA et al.,
2013). Embora o avango nas pesquisas relacionadas com a descoberta de novos
farmacos seja crescente, as doencas infecciosas ainda sdo motivo de preocupacdo em
nivel mundial, uma vez que diversos microrganismos mostram-se resistentes a muitos
farmacos disponiveis em prética clinica. Na atualidade, até mesmo os paises mais
desenvolvidos, estdo dando uma atencdo maior as doencas infecciosas, devido a
quantidade de 6bitos e o custo exacerbado em salde publica. De modo geral, o termo
doengas infecciosas abrangem infeccOes desencadeadas por micro-organismos
patogénicos ou oportunistas, como bactérias, fungos, virus ou parasitas, podendo ser
transmitidas direta ou indiretamente de uma pessoa para outra (BIBI et al., 2011).

As infeccbes do trato urinario (ITU) sdo consideradas como afeccdes
relativamente comuns, entretanto, em alguns casos podem resultar em niveis
significantes de mortalidade (VIERA NETO, 2003; SILVA et al., 2005).

A colonizagdo microbiana do trato urindrio pode promover o comprometimento
dos tratos urinarios superiores e inferiores. Estes tipos de infec¢fes podem provocar
vérias patologias, as quais sdo denominadas cistite, pielonefrite, bacteridria
assintomatica e sindrome uretral. Uma vez estabelecida & infec¢do em qualquer parte do
trato urinario, todo o sistema urinario podera ser afetado (VIERA NETO, 2003;
CAVAGNARO, 2005; SOARES et al., 2006; SILVA, NEUFELD, 2006).

Qualquer individuo é suscetivel do ponto de vista epidemiolégico, a ocorréncia e
prevaléncia desta infeccdo diferem com a idade, sexo e fatores predisponentes
(anormalidade funcional ou anatdmica do sistema urinario, defesas organicas deficientes
e funcdo renal comprometida). Ocorre com maior freqliéncia em adultos, cerca de 3 a
4% das consultas médicas anuais em mulheres séo devidas a queixas de disuria (mic¢do
dolorosa) e polacidria (urgéncia e frequéncia miccional), e em pediatria € a segunda
infeccdo mais freqiiente (ANVISA, 2000; STRASINGER, 2000; SANTOS FILHO,
2006).
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De interesse neste trabalho existem duas vias comuns de colonizacdo
microbiana. Na via ascendente, que é a forma mais comum para o desenvolvimento das
ITU, o uropatdgeno inicialmente, se adere a superficie epitelial e, posteriormente
coloniza e se dissemina ao longo da mucosa provocando danos teciduais. Apos o
periodo de colonizagdo, o patdgeno pode ascender a bexiga urinaria resultando em
bacterilria sintomatica ou assintomatica. A progressdo pode levar desde pielonefrite a
insuficiéncia renal. Na via hematogénica, onde a infecgdo ocorre através da corrente
sanguinea, as consequéncias sdo infecgdo com abscesso renal e perirrenal (COUTINHO,
2005; DAVIS, FLOOD, 2011).

Entre os agentes etiol6gicos predominantes associados a ITU, as bactérias Gram-
negativas sdo responsaveis por mais de 95% dos casos de infec¢bes, havendo maior
prevaléncia de Escherichia coli, e entre as Gram-positivas mais comumente associadas
as ITU encontram-se os Staphylococcus ssp; entre eles Staphylococcus saprophyticus
(5% - 20%) que parece estar relacionada com sua capacidade de aderir as células do
epitélio do trato urinario e, ocasionalmente, Proteus mirabilis, Klebsiella sp e
Enterococcus faecalis (RAMA et al., 2005; SATO et al, 2005; SOARES et al., 2006;
MURRAY et al., 2006). Existem ainda microrganismos como as bactérias do género
Pseudomonas e S. aureus, além do fungo comensal C. albicans que acomete pacientes
imunocomprometidos (COUTINHO, 2005; WECKWERTH et al., 2012).

O principal fator de viruléncia das cepas de Escherichia coli uropatogénicas séo
as adesinas, também chamadas de fimbrias (tipo 1: manose-sensiveis e tipo 2, também
conhecida como fimbria P: manose-resistente), as quais favorecem a colonizagdo e
formacéo de biofilmes, impedindo sua eliminagdo pela micgdo, o que aumenta a
probabilidade de alcancar o tecido renal (LICHTENDERGER, HOOTON, 2010).

Em circunstancias normais, o trato urinario humano esti bem protegido contra a
invasdo bacteriana por sistemas de defesa especificos e ndo especificos do sistema
imunolégico. No entanto, as bactérias, que sdo capazes de invadir o trato urinario
resultando na infeccéo, estdo equipadas com um arsenal variado de fatores de viruléncia
para evadirem-se das células de defesas do hospedeiro (RAMA et al., 2005). A
producéo de citocinas e o influxo de neutrofilos ocorrem com a presenca de E. coli ou
de produtos bacterianos dentro do trato urinério. As interacfes entre as adesinas de E.
coli, as células epiteliais e as células imunes do hospedeiro estimulam a expressdo de
vérias moléculas pré — inflamatorias, interleucinas — 6 (IL-6) IL-8 e seu receptor, TNF-

alfa e a enzima 6xido nitrico sintase. A IL-8 e 0 seu receptor sdo importantes na inducdo
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da migracdo transepitelial de neutrofilos durante as ITU. As moléculas de
reconhecimento padréo (receptores Toll-like) cita-se como exemplo a TLR-4, também
permitem que as células epiteliais do trato urinirio detectem e combatam o0s
constituintes bacterianos, como lipideos e lipoproteinas, levando a sinalizagdo
transmembrana e alteragdo celular (ALBIGER et al., 2007; KAWAI, AKIRA, 2010).
Em circunstancias normais, a interacdo entre fagocitos e bactérias resulta em morte
bacteriana com o minimo de danos para o tecido hospedeiro. Contudo, a producéo
excessiva de ERO leva a deterioracdo dos fagdcitos, acarretando injdria tissular (RAMA
et al., 2005). A resisténcia bacteriana & ingestdo pelos fagécitos induz geracéo de ERO.

O consumo do suco do fruto da V. macrocarpon mostra atividade inibitoria
sobre a ades&o bacteriana no tecido hospedeiro, etapa inicial para instalagdo da infecgéo.
Em E. coli, o suco do fruto foi capaz de inibir especificamente a adesdo de fimbrias em
células epiteliais do trato urinario. A atividade inibitoria sobre a adesdo do tipo 1 foi
atribuida a frutose, e a inibicéo de fimbrias do tipo P foi associada & proantocianidinas,
ambos compostos presentes no extrato (ZAFRIRI et al., 1989; HOWELL et al., 2005;
DI MARTINO et al., 2006; LIU et al., 2006). Ja foram identificados na composi¢édo de
V. macrocarpon Varios compostos como flavonodides, derivados do &cido
hidroxicindmico, acidos organicos, isoprenoides, entre outros antioxidantes, que
demonstram resultados satisfatérios sobre o metabolismo oxidativo (PATEL et al.,
2011).

A resisténcia bacteriana emerge como um problema mundial de saude publica
atraindo a atencdo de o6rgdos como Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), Organiza¢do Mundial de Saude (OMS), Centros de Prevengéo e Controle
de Doencas (CDC), associagdes de controladores de infecgbes hospitalares, além da
industria farmacéutica (BECKER et al., 2006; HAMBRAEUS, 2006; CHANG et al.,
2013; WHO, 2014).Vérios estudos relatam a importancia social e econdmica da
infeccdo urinaria, um problema que pode trazer danos considerdveis & populacéo,
incluindo doenca renal crénica (DRC) e até a morte. Além disso, 0 aumento na
resisténcia dos uropatdgenos aos antibioticos, tanto na comunidade quanto no ambiente
hospitalar, aumenta a mortalidade em pacientes com bacteremia originéria das vias
urinérias, revelando a urgéncia de medidas defensivas, bem como a prospec¢do de
novos agentes antimicrobianos (PRETTO, 2005; BAIL et al., 2006; SOARES et al.,
2006; DEHBANIPOUR et al., 2016), advindos de produtos naturais (GRAGG,
NEWMAN, 2013).
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1.4. Processo inflamatdrio e estresse oxidativo

A inflamacdo € uma resposta fisioldgica que acontece no organismo durante
infeccdo ou lesdo tecidual que permite que o individuo sobreviva as adversidades do
meio e mantenha a homeostase dos tecidos sob diversas condi¢des nocivas, tais como
vasodilatacdo, aumento da permeabilidade vascular e recrutamento de células
inflamatorias (neutréfilos, mondcitos, macréfagos e, em alguns casos, linfocitos), além
da liberagdo de mediadores citotoxicos, inflamatorios e quimiotaticos que, em conjunto,
agem para conter, destruir e remover 0s agentes invasores e patdgenos. Em geral, as
respostas do organismo a inflamacdo localizada sdo auto-limitadas e resultam na
reparacao da lesdéo (MEDZHITQOV, 2010; OKIN; MEDZHITQOV, 2012).

A imunidade inata é um sistema que fornece mecanismos imediatos de defesa
contra uma ampla variedade de patdgenos, sem exigir uma exposicdo prévia
(VASSELON, DETMERS, 2002). Neutrofilos e mondcitos participam desta primeira
linha de defesa do organismo, e desempenham um papel essencial na defesa do
hospedeiro contra patdgenos microbianos e nas reacOes inflamatdrias; séo atraidos por
sinais quimiotaticos enddgenos ou gerados por agentes invasivos. As ERO liberadas por
estas células fagociticas, tais como 02", H,02, OH" e 0 HOCI, associados aos peptideos
microbianos e as proteases presentes nestas células, constituem um potente arsenal
antimicrobiano, porém quando ocorrem em excesso, podem se relacionar com o
aparecimento de processos degenerativos das inflamacdes cronicas e diversas patologias
(EL-BENNA et al., 2005; EL-BENNA, DANG, GOUGEROT-POCIDALO, 2008;
SUZUKI, CHOW, DOWNEY, 2008; FLANNAGAN, COSIiO, GRINSTEIN, 2009;
WRIGHT et al., 2010). O processo de digestdo do microrganismo envolve basicamente
dois eventos celulares: degranulagdo no vactolo fagocitico com a formagdo do fago
lisossomo e o burst oxidativo com a produgdo de ERO; seguidos da liberagdo de
citocinas inflamatérias (BABIOR, KIPNES, CURNUTTE, 1973; HAMPTON,
KETTLE, WINTERBOURN, 1998; BABIOR, COHEN, 2000; FLANNAGAN, COSIO,
GRINSTEIN, 2009). As citocinas sdo proteinas do sistema imunoldgico produzidas,
principalmente, por leucdcitos, atuando como comunicadores quimicos entre as células

e regulando a defesa do organismo contra patdgenos (BAIERLE et al., 2015).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral
Determinar as atividades antioxidante e antimicrobiana dos extratos aquoso e

etanolico obtidos de E. brasiliensis.

2.2. Objetivos especificos

e Caracterizar quimicamente os extratos etandlico e aquoso por meio da
quantificacdo de compostos fendlicos totais, flavonoides totais, antocianinas
totais, acUcares totais, além da identificacdo de taninos.

* Realizar a andlise cromatogréfica, utilizando CLAE-DAD, para obtencdo de
perfil cromatogréafico dos extratos em solventes polares.

» Determinar a atividade antimicrobiana dos extratos vegetais frente a cepas
bacterianas e fangicas.

 Determinar a atividade antioxidante utilizando o ensaio de captura do ABTS™;
espécies reativas de oxigénio: O,*, H,0,, ROO*, HOCI e NO® e capacidade de
reducdo do ion férrico.

» Avaliar a citotoxicidade in vitro dos extratos aquoso e etandlico em linhagens

celulares.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material vegetal

Os extratos foram obtidos, a partir da polpa liofilizada dos frutos de Eugenia
brasiliensis Lam., obtida comercialmente do Sitio Bello — Frutas Nativas, localizado na
Estrada da Roseira, km 11,5 em Paraibuna, Estado de S&o Paulo (Latitude 23° 23' 10" S
e longitude 45° 39'44" O). A polpa da fruta congelada € uma mistura entre duas
variedades, composta por 70% da variedade roxa ou vermelha e 30% da variedade

amarela.

3.2. Obtencéao dos extratos

A extracdo foi realizada em banho de ultrassom, durante 20 min, a 40° C,
realizada em 3 etapas. O extrato aquoso foi obtido a partir da extragdo com agua
ultrapura, na proporcéo de 1:10 (m/v),com 1g de polpa liofilizada e 10ml de solvente. O

extrato etanolico foi obtido com etanol absoluto e, na mesma proporcéo de material
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vegetal/solvente, ou seja, na proporcdo de 1:10 (m/v). O volume total de cada extrato foi
filtrado em papel filtro Whatman n°6, a vacuo e armazenados a -18°C. Na sequencia 0s

extratos foram liofilizados e armazenados a -18°C.

3.3. Quantificagdo de compostos fendlicos totais

Os compostos fendlicos possuem elevada capacidade antioxidante, atribuida a sua
habilidade em formar complexos com ions metélicos e/ou inativar espécies reativas
como os radicais livres. A quantificacdo dos compostos fendlicos foi realizada pelo
método Folin-Ciocalteau, conforme descrito por Singleton et al. (1999).

O ensaio se baseia na redugéo do reagente Folin-Ciocalteau (RFC), com formacéo
de um complexo de coloragéo azul, quantificado fotometricamente, 750 nm. A reagdo
ocorre com a mistura em meio aquoso, dos extratos aquoso e etandlico com o RCF
(10% v/v) e carbonato de sodio (7,5% m/v) durante 10 min a 50°C. Os resultados foram
expressos em miligramas de compostos fendlicos totais equivalentes ao &cido galico por
grama de extrato seco, a partir de uma curva analitica de acido galico de 20 a 100
ug/mL. A Figura 2 exemplifica a reacdo produzida neste método com o &cido galico em
meio bésico, gerando anions fenolatos. Em seguida, ocorre uma reacdo de oxirreducéo
entre o anion fenolato e o molibdénio, componente do reagente Folin. O meio reacional
passa de amarelo para azul. A intensidade da coloragdo depende da quantidade e

disponibilidade do composto fendlico presente na amostra.

Figura 2. Reacgdo do &cido gélico com o molibdénio, componente do reagente
Folin-Ciocalteau (Adaptado de Oliveira et al. (2009).

OH OH 0
HO OH HO OH 0 OH
NaCO, + OMoE + Mo* + oH*
HO™ ™80 0 ™Np 07 =0
Acido galico

3.4. Quantificacdo de flavonoides totais
A determinacdo baseia-se na reacdo de flavonoides com cloreto de aluminio,

como descrito por Chang et al. (2002), com algumas modificagdes.
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O cétion aluminio forma complexos estaveis com os flavonoides. O complexo
flavonoide-Al**absorve luz em comprimentos de onda maiores do que aqueles
observados para os flavonoides na auséncia do cation aluminio (Figura 3).

O ensaio foi realizado em solucdo aquosa de nitrito de sodio (5% m/v)e as
amostras dos extratos aquoso e etandlico foram incubadas por 6 min em temperatura
ambiente ao abrigo da luz. Em seguida, foi adicionado uma solucdo etandlica de
AICI3.6H,0 (10% m/v), incubada por 5 min em temperatura ambiente no escuro. Apés
incubacgdo, solugdo aquosa de hidréxido de sédio (1M) foi adicionada e a leitura de
absorbancia foi realizada a 425 nm.Os resultados foram expressos em miligramas de
flavonoides totais equivalentes a quercetina por grama de extrato seco, a partir de uma

curva padréo de quercetina de 100 a 400 pg/mL.

Figura 3. Formagdo do complexo flavonoide-AI** (Amax = 425 nm) (HO, YU,
SU, 2012).
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3.5. Quantificagdo de antocianinas totais

A determinagdo de antocianinas totais nas amostras foi realizada utilizando
fotometria pelo método do pH diferencial, conforme descrito por Lee et al (2005).

O método do pH diferencial baseia-se nas alteragBes de cor das antocianinas
monomeéricas em solugdo aquosa, em fungdo do pH do meio,com absor¢do méxima em
pH 1,0 e pouca ou nenhuma absorc¢do em pH 4,5 (forma hemiacetal, incolor). Por outro
lado, antocianinas poliméricas intactas ou degradadas apresentam absor¢do em pH 4,5,
0 que permite a identificacdo de antocianinas totais sem a interferéncia dos residuos
poliméricos ou outros interferentes. As leituras fotométricas das amostras dos extratos
aquoso e etandlico foram realizadas em dois comprimentos de onda distintos: 700nm,

onde ndo existe sinal analitico (absorbancia de luz) para antocianinas, o que permite a
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identificacdo de interferentes, e 510nm (A méx da antocianina padrdo cianidina-3-
glucosideo), o que permite quantifici-las na amostra, utilizando absortividade molar da
antocianina padréo (LEE et al., 2005).

Para este ensaio, foram preparados duas solucbes tampdes em meio aquoso,
cloreto de potéssio (0,025M - pH 1,0) e acetato de sddio (0,4M- pH 4,5) que tiveram o
pH ajustado com HCI.

Para a realizagdo da quantificacdo do teor de antocianinas totais as amostras
foram solubilizadas nos tampdes pH1,0 e pH4,5, mantendo o mesmo fator de diluicéo
para cada tampdo. As leituras das absorbancias foram realizadas utilizando
comprimentos de onda de 510nm (Amax da cianidina-3-glicosideo, £=26.900 M2t.em™;
MM=449,2 g/mol) e 700nm (deteccéo de interferentes).

Os resultados foram expressos em miligramas de antocianinas totais
equivalentes a cianidina-3-glicosideo por grama de extrato seco, usando as equagdes a
seguir:

i) Célculo para absorbéancia da amostra:

A (Absorbancia da amostra) = (A51Onm -A 700nm)pH 10— (A51Onm - A?OOnm)pH 4,5

Onde:
e (Asionm — A 700nm)pH 10= diferenca entre as absorbéncias obtidas no comprimento de 510nm e 700nm,
para a solugdo de pH 1,0;
e (Asionm — A 700nm)pH 45 = diferenca entre as absorbancias obtidas no comprimento de 510nm e 700nm,

para a solugdo de pH 4,5.

i) Apés calcular a absorbancia da amostra, deve ser realizado o célculo para

encontrar o equivalente de antocianinas totais (AT) em cianidina-3-glicosideo:

_ (AMM.FD.103)
€

AT

Onde:
A= absorbancia da amostra, encontrada no item i).
MM = 449.2 g/mol para cianidina-3-glicosideo
FD = fator de diluicdo

£ =26.900 M™.cm™ (Absortividade molar da cianidina-3-glicosideo)
3.6. Quantificagdo de agUcares totais
Os agucares totais foram determinados utilizando a propriedade redutora dos

aclcares sobre o &cido 3.5-dinitrosalicilico (DNS), segundo Miller (1959). Para
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quantificacdo dos agUcares ndo redutores, a mesma metodologia foi empregada apos a
hidrélise da amostra em meio &cido. Inicialmente, o DNS apresenta coloragdo amarela,
e apos ser reduzido pelos aglcares presentes na amostra, forma em meio alcalino um
croméforo estavel laranja-avermelhado (3-amino-5-nitrosalicilato) em propor¢do
estequiométrica e com maxima absorc¢do de luz em 535nm (Figura 4).

Para o ensaio de reducéo, a solugéo de DNS foi preparada em uma concentragao
2,19M em 50 mL de tartarato de sédio e potéassio 2,12M e com adi¢do de 20 mL de
hidréxido de sodio 2M, sob agitagdo e temperatura ambiente.

As amostras dos extratos aquoso e etandlico foram diluidas em agua ultrapura,
em diferentes concentracOes. Para a reacéo de hidrolise, onde serdo dosados os aglcares
ndo redutores, 1 mL das amostras foram incubadas com HCI (2N), na proporgdo 1:1
(v/v), a 100°C por 10 min, em tubo vedado. Apos a incubacdo, 1 mL de NaOH (2N) foi
adicionado para realizag&o da leitura.

Para reacdo de quantificagdo, as amostras foram incubadas com DNS durante 5
min a 100°C. Apos o resfriamento, foi adicionada 1000uL &gua ultrapura e a leitura da
absorbancia foi realizada a 540nm.

Os resultados foram expressos em miligramas de agUcares totais equivalentes a

glicose por grama de extrato seco, a partir da curva analitica de 20 a160pug/mL.

Figura 4. Reacdo de oxidacdo da carbonila pelo &cido 3,5-dinitrosalicilico
(MILLER, 1959).
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3.7. Extracao e identificacdo de taninos

A identificacdo de taninos baseia-se em testes de precipitagdo e testes
colorimétrico, de facil visualizagdo.

A polpa liofilizada (extrato bruto) foi solubilizada em é&gua (0,05g/mL) e
mantida sob fervura por 15 min, filtrados com papel de filtro em funil, deixando esfriar

até temperatura ambiente. Em seguida foram realizados testes de identificacdo.
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Para os testes de precipitacdo, foi realizada a reagdo com gelatina, na qual se
utiliza algumas gotas de acido cloridrico diluido (1%) e de solucéo de gelatina (2,5%
m/v) na solucgdo teste até que haja formacdo de precipitado, em caso positivo para
taninos. Realizou-se a reagdo com sulfato de quinina (alcaloide), cujo procedimento
utiliza uma gota de &cido cloridrico (10% v/v) e 15 gotas de solugdo de sulfato de
quinina (0,1% m/v) em &cido sulfarico 0,1 M na solucéo teste, havendo precipitado
branco quando positivo para taninos. Por ultimo a reagdo com acetato de chumbo (em
meio &cido), no qual o procedimento envolve solucdo de acido acético (10% v/v) e uma
solucdo de acetato de chumbo a (10% m/v) adicionados a solugéo teste, onde no
resultado positivo para taninos hidrolisaveis ha formacdo de precipitado esbranquicado
(COSTA, 2001).

Para o teste de reagdo colorimétrica, foi utilizada a reagdo de sais de ferro
segundo Simdes (2007), um procedimento em meio aquoso que consiste na adigdo de
cloreto férrico (2% m/v) em metanol na solucdo teste. Em caso de resultado positivo a
reacdo apresenta coloracdo azul para taninos hidrolisveis ou coloragdo verde para

taninos condensados.

3.8. Cromatografia liquida de alta eficiéncia - CLAE

CLAE foi realizada no Laboratério de Multiusuédrio PADC - FCF, sob
supervisdo do Prof. Dr. André Gonzaga dos Santos, Laboratério de Farmacognosia da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara, UNESP. Os extratos (3 g) aquoso
ou etandlico, foram submetidos a uma parti¢éo liquido-liquido com n-butanol e 4gua na
proporcao 1:1 (v/v) e secos em rotaevaporador a 45°C. As fragdes obtidas na particdo
supracitada foram dissolvidos em 1 mL de metanol: 4gua (95:05, v/v), e submetidas a
pré-tratamento por extragdo em fase s6lida em cartucho SampliQ® (C18, 45um; 500mg,
6émL) que foi ativada com metanol e condicionada com metanol: dgua (95:05, v/v).
Apos sua aplicacdo, a amostra foi eluida com 4 mL de metanol: 4gua (95:05, v/v). Apés
recolhimemto, os eluatos foram secos em capela e, posteriormente, solubilizados em
metanol (5mg/mL) e filtrados em membrana (0,22 pm, PVDF). As andlises foram
realizadas em cromatografo a liquido analitico, HPLC-PDA Shimadzu®, utilizando
como fase movel acetonitrila (B) e agua (A) adicionadas de &cido acético (1 %) em
modo gradiente: 13-68% B em 50 min, 100% B por 10 min; coluna Shim-pack C18
(250 x 4,6 mm; 5 pm); vazdo de 1,0 mL/min; volume de injecdo de 25uL para o extrato

etandlico e 35uL para o extrato aquoso, € detector de arranjo de diodos (DAD) com
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faixa de leitura entre 190 e 550 nm. Com finalidade de identificacdo, foram utilizados

como padrdes acido gélico, acido elégico, rutina e quercetina.

3.9. Determinacéo da atividade antimicrobiana
3.9.1. Micro-organismos

Para a determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) foram utilizadas
as seguintes cepas: Escherichia coli ATCC 25922 e 10 cepas clinicas (ECC 1, ECC 2,
ECC 3, ECC 4, ECC 5, ECC 6, ECC 7, ECC 8, ECC 9, ECC 10); Staphylococcus
aureus ATCC 25923 e cinco cepas clinicas de Staphylococcus saprophyticus,SSC1,
SSC2, SSC3, SSC4 e SSC5. O emprego das especies bacterianas clinicas deste estudo
deu-se pela sua incidéncia em casos de infecgdes urinérias. Todas as cepas clinicas
foram isoladas de pacientes adultos que apresentaram quadros de infecgOes
uropatogénicas e identificadas pelo Laboratério Central do Hospital de Base da
Faculdade de Medicina de S&o José do Rio Preto-FAMERP, para a avaliagdo da
atividade antifungica foram empregadas trés cepas de Candida albicans ATCC 18804
(sensivel ao fluconazol), ATCC 5314 (resistente ao fluconazol) e CAV5 (cepa clinica
resistente isolada de regido vaginal). O uso destas cepas para fins cientificos foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da instituicio da Faculdade de Medicina de
Séo José do Rio Preto (CEP-FAMERP). Todas as cepas clinicas foram doadas para o
Laboratdrio de Fisiologia dos Microrganismos da UNESP — FCFAr sob coordenacéo da

Profa. Dra. Tais Maria Bauab para a realizacéo deste trabalho.

3.9.2. Estocagem e manutencdo das cepas microbianas

As cepas bacterianas foram mantidas em caldo Mueller Hinton (CMH) acrescido
de 20% de glicerol a -20° C, e, para o uso foram repicadas em CMH e incubadas a 37°C
por 24 horas.

As leveduras foram mantidas em Caldo Sabouraud Dextrose (CSD) acrescido de
20% de glicerol a -20° C, e, para o uso foi repicada em CSD e incubada a 37°C por 48

horas.

3.9.3. Avaliacéo da atividade antibacteriana
3.9.3.1. Padronizacéo dos inéculos bacterianos
As suspensdes bacterianas foram padronizadas a partir de uma cultura de 24

horas, em CMH, adicionando-se meio de cultura estéril até atingir turvacdo igual a
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suspensdo do tubo 0,5 da escala de McFarland (aproximadamente 1,0 x 10® UFC/mL).
Em seguida foi realizada a leitura espectrofotométrica a 620 nm para confirmacéo da
concentracdo de micro-organismos. Posteriormente, foi realizada uma dilui¢do 1:10 em
CMH, obtendo-se uma suspenséo de 1,0 x 10" UFC/mL, a qual foi utilizada nos ensaios
(CLSI, 2006).

3.9.3.2. Determinac&o da concentracéo inibitoria minima (CIM)

A CIM foi determinada pela técnica de diluicdo em microplacas (96 orificios)
segundo a norma M7-A10 do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI,
2015), com modificagdes.

Os orificios das microplacas (96 pocos) foram preenchidos com 80 uL de CMH
e em seguida foram acrescentados 100 puL das solu¢Oes das amostras vegetais (solugdo
do extrato aquoso e etanolico) e realizada a dilui¢do seriada de 1000 a 7,8 pg/mL.
Adicionalmente foram distribuidos 20 uL das suspensBes dos micro-organismos
previamente padronizados em cada orificio das microplacas, obtendo uma concentracéo
de 2x10° UFC/pogo. Como controle positivo foi empregado a ampicilina (50 pg/mL).
Também foram realizados o controle do meio de cultura, o controle de crescimento
bacteriano, o controle de esterilidade dos compostos avaliados e o controle negativo
(solvente). As microplacas foram incubadas em estufa a 37 °C por 24 horas. Os testes

foram realizados em triplicata.

3.9.3.3. Determinacéo da concentracao bactericida minima (CBM)
Com auxilio de hastes de madeira estéreis, a mistura de cada pogo da microplaca
foram repicadas em placas de AMH e incubadas a 37°C por 24 horas. Apés incubagio

as placas foram avaliadas quanto ao crescimento ou néo das bactérias.

3.9.3.4. Leitura com revelador
Para os testes com as cepas bacterianas foram realizadas leituras com o
revelador resazurina (100pg/mL) do qual 30uL foram adicionados em cada orificio das
microplacas. No decorrer de 2 horas a presenga de cor azul representa auséncia de
crescimento e de cor rosa, presenga de crescimento bacteriano (PALOMINO et al.,

2002), como apresentado na Figura 5.
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Figura 5. Ensaio de determinacdo da CIM pela técnica de diluicdo em

microplacas revelada com solucéo de resazurina 0,01%

- BUSHE RS § SRR

A resazurina (7-hidroxi-3H-phenoxazin-3-onal0-6xido) € um indicador utilizado
em condicBes de reducdo em meios de cultura (FUKUSHIMA et al., 2003). O
mecanismo baseia-se na reducdo da resazurina (cor azul) em resorufina (cor rdsea),
como apresentado na Figura 6. A resazurina tem uma correlacdo direta com a
quantidade/proliferagdo de organismos vivos, que incluem células bacterianas e até
células de mamiferos (O’BRIEN et al., 2000).

Figura 6. Representacdo da reducéo da resazurina em resorufina (UNKRIG et
al., 2012).
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3.9.4. Avaliacdo da atividade antifangica
3.9.4.1. Padronizagdo dos indculos fungicos
As suspensfes fungicas foram padronizadas a partir de uma cultura de 48 horas
em CSD e diluidas até a escala 0,5 de McFarland (10°® UFC/mL). A concentragdo das

células leveduriformes foi confirmada por leitura espectrofotométrica a 530nm. Desta
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suspensdo foi realizada diluicdes de 1:100 e 1:20 obtendo-se uma suspensdo de 10°
UFC/mL a qual foi utilizada nos experimentos (CLSI, 2008; ARAUJO et al., 2013).

3.9.4.2. Determinacéo da concentracao inibitoria minima (CIM)

A avaliacéo da atividade antifingica e determinacdo da CIM foram realizadas
pela técnica de microdiluicdo de acordo com o documento M27-A3 da CLSI (2008),
com modificagdes.

Em cada orificio das microplacas (96 pocos) foi acrescentado meio de cultura
RPMI 1640, ajustado ao pH7,0 com tampdo MOPs (&cido 3-[N-morfolino]
propanossulfonico) e esterilizado por membrana filtrante. Adicionalmente foram
acrescentados 100 pL das solugOes das amostras vegetais e realizada a diluigdo seriada
de 1000 a 7,8 pg/mL. Em seguida foram distribuidos 100 puL. das suspensBes dos micro-
organismos previamente padronizados em cada orificio das microplacas, obtendo uma
concentracdo de 10 UFC/mL.

Como controle positivo foi utilizado anfotericina B (16,0 a 0,06 pg/mL) e o
fluconazol (512 a 1,0 pg/mL). Também foi realizado o controle do meio de cultura, do
crescimento leveduriforme, esterilidade das amostras vegetais e solvente. As
microplacas foram incubadas em estufa microbioldgica a 37°C por 48 horas. Os testes

foram realizados em triplicata.

3.9.4.3. Determinac&o da concentracdo fungicida minima (CFM)
Com auxilio de hastes de madeira estéreis, a mistura de cada poco da
microplaca foram replicadas em placas de ASD e incubadas a 37°C por 48 horas. Ap0s

incubacéo as placas foram avaliadas quantoao crescimento ou ndo das leveduras.

3.9.4.4. Leitura com revelador
Nos ensaios com as cepas fungicas foram adicionados 20 pL de solugdo aquosa
de 2% de cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio (TTC), e incubacéo a 37°C por 3 horas. A
auséncia de crescimento do micro-organismo mantém as solu¢des dos pocos incolores,
enquanto a coloragdo vermelha representa crescimento do mesmo (GABRIELSON et
al., 2002; ARAUJO et al., 2013). A Figura 7 apresenta um uma microplaca de teste

revelada com TTC.
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Figura 7. Ensaio de determinagdo da CIM por meio de diluicdo em microplacas

revelada com solugdo aquosa de TTC (2%).

O TTC é um indicador de oxirreducdo utilizado para diferenciar tecidos
metabolicamente ativos daqueles ndo ativos, principalmente relacionado com a
viabilidade celular. O mecanismo baseia-se na reducao (Figura 8) enzimatica do 2,3,5-
trifeniltetrazélio (incolor) em 1,3,5-trifenilformazan (cor avermelhada) em tecidos vivos
devido a atividade de varias desidrogenases, enzimas importantes na oxidacdo de

compostos organicos e portanto no metabolismo celular (GABRIELSON et al., 2002).

Figura 8. Representacdo da reducdo enzimética do 2,3,5-trifeniltetrazolio
(incolor) em 1,3,5-trifenilformazan (cor avermelhada) (THOM et al., 1993; MOUSSA
et al., 2013; RAMOS et al., 2015).
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3.9.4.5. Leituras espectrofotométricas
Apos o periodo de incubacdo de ambos os ensaios (bactérias e leveduras), as
microplacas foram submetidas a leitura de absorbancia a 595 nm, em espectrofotdmetro

de microplacas (Epoch 2- Biotek®). Os valores obtidos foram considerados para a
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realizacdo de célculos que expressaram a porcentagem de viabilidade dos micro-
organismos de acordo com GUDINA et al. (2010). A CIM foi considerada como a
menor concentracdo da amostra vegetal capaz de inibir o crescimento de 90% (>) das
cepas (HORNER et al., 2008).

A Equacéo 1 mostra a férmula utilizada para o célculo das porcentagens de
inibicdo, onde Abs T representa a absorbéncia do teste (pogo do teste), Abs ST a
absorbancia da substancia teste (poco do controle de extrato) e Abs Cb a absorbéncia do

crescimento bacteriano (pogo do controle de crescimento) (GUDINA et al., 2010).

Equacdo 1: Férmula para determinar a porcentagem de inibi¢do de crescimento
bacteriano
% Inibigdo= [1—(AbsT —AbsST)]x 100
AbsCb

3.10. Avaliaco da atividade antioxidante
3.10.1. Ensaio de captura do ABTS™

O ABTS™ é um cation radical e um croméforo quimicamente estavel com alta
solubilidade em &gua. Pode ser solubilizado em meio orgénico ou aquoso, nos quais a
habilidade dos antioxidantes em captura-lo pode ser determinada (MILLER et al., 1993;
ARNAO, 2000; PEREZ-JIMENEZ, SAURA CALIXTO, 2006).

A atividade antioxidante pelo método do ABTS foi avaliada conforme
metodologia descrita por Re et al., 1999, com algumas modificacbes. O cétion radical
ABTS"™ foi gerado pela reacéo de oxidacdo entre persulfato de potassio (51mmol/L) e o
ABTS (7mmol/L) na auséncia de luz e temperatura ambiente, por 16 horas (Figura 9).
Uma vez formado, o radical foi diluido em tampéo fosfato (10mmol/L, - pH 7,0) até a
obtencéo do valor de absorbéncia de ~ 0,750 + 0,020, em 734nm. A captura do ABTS™
foi realizada com a incubagdo do mesmo, com padrdes e amostras. O volume total da
reacdo foi de 300uL, sendo 100uL fixo para 0 ABTS™. Os volumes das amostras e do
tampédo variaram entre si, totalizando um volume de 200pL. O monitoramento da
absorbéncia foi realizado em 734nm e os resultados foram expressos em média + erro
padrdo da media (EPM) da concentracéo efetiva para a captura de 50% do radical cation

ou porcentagem de “inibig&o” (1Csp).
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Figura 9. Representagdo da formacdo do ABTS™.
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3.10.2. Ensaio de captura do O,"

Neste ensaio 0 O, gerado pela reacdo entre metassulfato de fenazina (PMS) e a
nicotinamida adenina dinucleotideo reduzida (NADH), reage com o azul de
nitrotetrazdlio (NBT), reduzindo-o e gerando formazana, cuja intensidade de cor é
diretamente proporcional a concentragdo do O, (Figura 10) (KAKKAR et al., 1984).

O ensaio foi realizado em tampdo pirofosfato de sédio pH 8,3, 25 mmol/L,
contendo PMS 372 umol/L, NBT 600 pumol/L, NADH 1560 umol/L, diferentes
concentragdes de amostra, em um volume final de reacdo de 300 uL. Ap6s incubagéo de
7 minutos a temperatura ambiente, a leitura da microplaca foi realizada em 560nm, a
fim de determinar a quantidade de formazana gerada (HAZRA; BISWAS; MANDAL,
2008). O monitoramento da producédo de formazana foi feito espectrofotometricamente
em nm, pela mudanca da coloragdo amarelo palido do NBT para uma coloragéo purpura
da formazana; onde na presenca de moléculas que atuam como antioxidantes interagem
com o O,” e inibem a produgdo da formazana (ALVES et al., 2010). O ensaio na
auséncia de padrdes ou amostras foi usado como controle (100% da reacdo) e 0 meio
reacional sem NADH foi usado como branco da reagdo. Os resultados foram ser

expressos em meédia + (EPM) das porcentagens de inibi¢do (I1Csp).
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Figura 10. Representacdo da geracdo do anion superoxido e a acdo de um

antioxidante para inibir a formacéo de formazana (OLIVEIRA et al., 2009).
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3.10.3. Ensaio de captura do H,0,

A capacidade de captura do H,O, foi determinada segundo Ching et al. (1994)
pelo ensaio em que o H,O.oxida o &cido 5-tio-2-nitrobenzdico (TNB) a é&cido 5-5’-
ditio-2-nitrobenzdico (DTNB), com diminuicdo da absorbancia em 412nm e aumento
em 325nm (Figura 11). A solucédo de TNB teve sua concentracdo determinada com o
coeficiente de extingdo molar (€) em 412nm de 13600M‘cm™ (CHING et al.,1994). A
concentragdo do H,0,foi determinada de acordo com Brestel (1985), (€=80M™ cm™ em
230nm). O ensaio foi realizado em tampdo fosfato de potassio 50 mM, pH 7,4, com
diferentes concentragdes de amostras, H>O; e incubagdo por 30 minutos a 37°C; TNB
foi adicionado e outra incubacdo foi realizada durante 60 minutos a 37°C. A leitura da
absorbancia foi realizada em 412 nm.
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Figura 11. Representacdo oxidacdo do TNB & DTNB pelo H,O, (LANDINO et
al., 2008).
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A porcentagem de inibicdo da oxidagdo do TNB (% de captura do H;0,) foi
calculada da seguinte forma:

o = 1-(Abs méx —Abs Amostra) x 100
(Abs max — Abs min.)

% Inibicé

Onde: Abs max., representa a absorbancia na auséncia do agente oxidante (H202) e da amostra;
Abs Amostra € a absorbancia na presenga do agente oxidante e da amostra; e Abs Min. é a absorbancia na

presenca do agente oxidante e na auséncia da amostra.

3.10.4. Determinacéo do poder de reducéo do ion férrico (FRAP)

A determinacdo do poder de reducdo do ion férrico (FRAP) foi realizada de
acordo com Koksal et al. (2011). A reducéo de Fe** a Fe** foi monitorada pela leitura da
absorbancia do complexo formado denominado azul da Prassia, em 700 nm. Este
método baseia-se na reducéo de Fe** contido no ferricianeto de potéssio (KsFe(CN)g) a

Fe? através do poder antioxidante da amostra, conforme reacéo abaixo:

KsFe(CN)s + antioxidante redutor = Fe(CN)s™
Fe(CN)s™* + FeCls— Feys[Fe(CN)s]s

O ensaio foi realizado em tampéo fosfato de sddio (pH 6,6 — 0,2 M), ferricianeto
de potassio (KsFe(CN)s) a 1%, utilizando diferentes concentracbes dos padrdes e
extratos. Apos 20 minutos de incubacdo a 50°C, o meio reacional foi acidificado com
acido tricloroacético a 10%, e finalmente foi adicionado FeCl; a 0,1%. O volume final
da reacdo foi de 1 mL. Para monitorar a geracdo de azul da Prussia, foi realizada a
leitura de absorbancia em 700 nm, em microplaca.O aumento de absorbéancia indica a

capacidade antioxidante da amostra em reduzir o Fe** a Fe?".
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3.10.5. Ensaio do clareamento (bleaching) da crocina: captura do ROO’

O ensaio do clareamento (bleaching) da crocina avalia a atividade antioxidante
frente ao processo de lipoperoxidagdo. Nesse modelo mede-se a habilidade de
antioxidantes em proteger a crocina (Figura 12), um carotenoide extraido da planta

Crocus sativus L., frente a um composto gerador de radicais livres.

Figura 12. Estrutura quimica da crocina.
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Este ensaio foi realizado de acordo com Tubaro et al. (1998) com
monitoramento do decréscimo da absorbancia da crocina em funcdo do tempo em 443
nm, durante 10 minutos em um procedimento de competi¢éo cinética, onde a reagdo é
iniciada pela adicdo do azocomposto dicloridrato de 2,2’-azobis-(2-
metilpropanoamidina (AAPH), que por termdlise & 40°C e com velocidade constante,
gera um radical livre, em meio aerado. Rapidamente, o O, dissolvido no meio reage
com o radical e gera os radicais ROO". OROQO" é capaz de abstrair um atomo de
hidrogénio e assim gerar um radical na estrutura da crocina, levando ao rompimento do
sistema de suas duplas ligagdes conjugadas, provocando seu clareamento, e reducéo de
sua absorbancia na regido do visivel. Na presenca de uma molécula antioxidante, essa
reducdo da absorbancia se torna menor e por isso registra-se um novo valor na variagéo
da absorbancia em fungéo do tempo, ou seja, na velocidade de clareamento (bleaching).
Assim, os antioxidantes competem com a crocina pelos radicais ROO" e, portanto, a
inibicdo de sua oxidacdo depende da capacidade das amostras na captura das espécies

radicalares (Figura 13).
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Figura 13. Reagdes envolvidas no clareamento da crocina termdlise do AAPH e
a acdo de um antioxidante que inibe este processo (Adaptado de WERBER et al. 2011;
ASSIS et al. 2015).
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A reacdo foi realizada em volume final de 2 mL, em tamp&o fosfato de sddio
0,12 mol/L, pH 7,0 com 25 pumol/L de crocina a partir de uma solucdo estoque de 6
mmol/L em DMSO, cuja concentragdo é aferida pelo coeficiente de extingdo molar da
crocina em DMSO (€=13.727 M 'em™, em 443nm) conforme descrito por Assis et al.
(2015), e diferentes concentracBes de amostras (antioxidantes). A reagdo teve inicio
com adicéo de 50 pL (12,5 mmol/L, concentra¢do final) de AAPH (em solucdo estoque
fresca 0,5 mol/L em tampdo fosfato de sodio 0,12 mol/L, pH 7,0), sob agitacdo e
temperatura de 40°C constantes, com monitoramento em 443 nm.

A velocidade do bleaching da crocina torna-se linear em aproximadamente 1
minuto apos adi¢do do AAPH, e é monitorada por 10 minutos em espectrofotdmetro
com controle de temperatura (Peltier) e agitagdo magnética (OceanOptics USB 4000).
Para eliminar possiveis interferéncias das amostras, foi realizado para cada amostra, um

ensaio sem crocina, considerando-o0 como o branco da reagéo.
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Mediante a competicdo cinética, o bleaching da crocina pela geragéo do radical
peroxila (Vo) diminui na presenca de um antioxidante. O antioxidante compete com a
crocina pelo radical peroxila e uma nova velocidade de bleaching (v) corresponde a:

ke [C]
ke[C] + ka [A]

V=V X

Onde: V, = k1 x [ROO] x [C]; ke= k1 x [ROO; ka= k2 x [ROO'] e [ROO]= concentracdo do radical
peroxila; V= velocidade da reacdo da crocina com ROO’; k1= constante de velocidade para a reacdo
entre ROO’e crocina; k2= constante de velocidade para a reacdo entre ROO’e antioxidante;

[C]=concentracédo da crocina; e [A]=concentracdo do antioxidante (amostra).

A velocidade de bleaching da crocina (Vo) diminui na presenca de um
antioxidante e um novo valor (V) é avaliada através da seguinte relacéo:

vo_kelCl+ ka[A] |  ka [A]

v k€ k@

O valor de ka/kc, calculado a partir da inclinacdo de regressdo linear do grafico

Vo/V versus [A)/[C], indica a capacidade relativa de um antioxidante interagir com o
radical peroxila.

Pela diviséo do ka/kc das amostras pelo ka’kc de um antioxidante padrdo como o

Trolox, obtém-se a razdo entre as constantes e os valores para a capacidade antioxidante

dos compostos analisados, podendo-se expressar os resultados em equivalentes ao

Trolox.

3.10.6. Ensaio de captura para 6xido nitrico (NO)

O reagente de Griess, composto por solucdo aquosa de &cido sulfanilico (1%,
p/v), N-(1-naftalenodiamina) (0,1%, p/v) e &cido fosforico (2,5% v/v), é utilizado para
determinar a concentracdo de nitrito por espectrofotometria. Em condi¢des &cidas, o
acido sulfanilico reage com o nitrito formando um sal diazdnio, o qual reage com o N-
(1-naftalenodiamina)  produzindo um composto colorido, detectado por
espectrofotometria, em 540 nm (Figura 14).

O nitroprussiato de sodio, em solugdo aquosa (pH 7,4), produz NO', um radical
lipossolGvel e hidrossollvel, que reage com o oxigénio formando nitrito e nitrato.O
efeito sequestrador das amostras sobre o radical 6xido nitrico foi avaliado em tampé&o
fosfato 20 mmol.L™, pH 7,4 e nitroprussiato de sodio 4 mmol.L™* apés 150 minutos de
incubacédo (YEN et al., 2001).
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Figura 14. Representacdo do mecanismo de detecgdo do nitrito usando o
reagente de Griess (RAMOS et al., 2006).

NO;  H,0
nyo,s@mx, . H:NO_S@—N,’

Sulfanilamada NH
@ NH/\/ °
NED

NH,

Diszo composto

3.10.7. Ensaio de captura para o HOCI/OCI e para a taurina cloramina
(TauCl)

A atividade antioxidante da amostra depende de sua capacidade em capturar o
HOCI/OCI' ou a taurina cloramina, prevenindo a oxidagdo do 3,3°5,5’-
tetrametilbenzidina (TMB); a oxidagdo do TMB pelo HOCI/OCI" ou pela TauCl gera
um croméforo azul com absorbancia maxima em 655 nm (KETTLE, WINTERBOURN,
1994; DYPBUKT et al., 2005). A solucéo padréo de OCI' foi obtida diluindo-se a massa
adequada de NaOCl em NaOH 10mmol/L, pH 12,0. A concentragdo de OCI" foi
determinada pelo seu coeficiente de extingdo molar (¢ = 350 M cm™ em 292 nm)
(ZGLICZYNSKI et al., 1971). Para 0 HOCI/OCI" utilizou-se a metodologia descrita por
Dypbukt et al.(2005),em temperatura ambiente, com modificagdes. A reagéo de captura
foi realizada em 240 pL de tampdo fosfato de sddio 50 mmol/L, pH 7,4 e HOCI/OCI" 30
umol/L, na auséncia e na presenca de diferentes concentragdes dos padrdes ou extratos.
Apd6s 10 minutos de incubagdo, adicionou 60 pL do reagente de revelagdo com: TMB
2,8 mmol/L, dissolvido em dimetilformamida (DMF) e diluido v/v em &cido acético 0,8
mol/L com subsequente adi¢cdo de iodeto de potassio 0,01 mol/L, obtendo-se uma
solucdo com 0,005 mol/L de iodeto de potéssio, 50% de DMF, 0,4 mol/L de &cido
acético e 1,4 mmol/L de TMB. A reacéo foi incubada por 5 mina temperatura ambiente
e na auséncia de luz, ea absorbancia foi monitorada em 655 nm.

Para a TauCl, foram utilizadas as mesmas condigdes do ensaio supracitado, com

a adicdo de taurina 5 mmol/L e incubacéo por 5 minutos com o HOCI/OCI antes da
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adicdo dos padrdes ou extratos.A presenga do iodeto no reagente de revelagéo catalisa a
oxidagdo do TMB pela TauCl (DYPBBUKT et al., 2005).

3.11. Avaliacdo do potencial citotdxico

3.11.1. Obtencdo e cultura de macrofagos peritoneais e esplendcitos

Os experimentos foram realizados em colaboracdo com o Profa. Dr. Iracilda
Zeppone Carlos e a doutoranda Francine Alessandra Manente (Departamento de
Analises Clinicas) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara — UNESP.

Para estes testes foram utilizados camundongos machos (n=5) da linhagem
Swiss, pesando entre 25-30g, fornecidos pelo Biotério Central da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas — UNESP — Campus de Araraquara. Estes animais foram mantidos em
gaiolas, com temperatura (23 = 2°C) e umidade (56 + 2%) controladas, e ciclos de 12
horas com e sem luz. Os animais receberam &gua e racdo (Purina) esterilizadas, ad
libitum. Para obtengdo e cultura de macré6fagos foram inoculados via intraperitoneal
com 3mL de tioglicolato de sodio a 3% (Difco Lab. LTDA) trés dias antes de serem
eutanasiados em camara de CO,. As células do exsudado peritoneal foram obtidas pela
inoculacdo de 5 mL de PBS gelado. As células foram contadas e ajustadas a uma
concentragdo de 5x10° células/mL em meio de cultura RPMI completo (RPMI-1640C).
Apos a célula ser mantida por uma hora em estufa a 37°C contendo tensdo constante de
5% de CO;, (Forma Scientific) para aderéncia, o sobrenadante foi descartado e
adicionado 100uL de LPS (Lipopolissacaridio de E. coli sorotipo 0111:B4, Sigma
Chemical. Co, EUA) a 5Spug/mL - controle positivo, somente meio de cultura RPMI-
1640C (controle negativo) e diferentes concentragdes de extrato 1000; 500; 250; 125;
62,5; 31,25; 15,625; 7,8125; 3,90; 1,95; 0,97ug/mL. As placas foram incubadas por 24
h e em seguida realizado o teste de viabilidade através do método de MTT.

Para a obtencdo e cultura de esplendcitos totais, foram utilizados os mesmos
animais inoculados e, apds eutanasia, o peritdnio foi exposto e aberto para a extracdo do
baco que foi assepticamente removido e macerado. As hemécias foram lisadas com
NH4Cl a 4% e a suspensdo foi lavada 3 vezes com PBS a 300xg por 5 minutos a 4°C.
Apoés a ultima lavagem, as células foram ressuspendidas em 1mL de meio RPMI
completo e contadas em camara de Neubauer. As células foram ajustadas para 5x10°
células/mL e plagueadas em placa de 96 pogos juntamente com os estimulos (mesmas
concentragdes utilizadas para os macrdéfagos peritoneais)e incubadas em estufa de CO»,

por 24 horas para posterior teste de viabilidade.
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3.11.2. Avaliacdo da citotoxicidade contra cultura de células Vero

A célula VERO (ATCC CCL-81™), linhagem continua isoladas do epitélio
renal de Macaco verde africano (Cercopithecus aethiops) foi cedida gentilmente pelo
Prof. Dr. Fernando Rogério Pavan (Departamento de Ciéncias Bioldgicas) da Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara— UNESP.

As células VERO foram cultivadas em meio de cultura DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium) suplementado com 10 % de soro fetal bovino e antibioticos
(penicilina 100 U/mL; estreptomicina 0,1 mg/mL) e incubadas a 37°C em atmosfera de
5% de CO,. As células com confluéncia de 80 a 90 %, apds o terceiro repique, foram
tripsinizadas e em seguida, plaqueadas em placas de 96 pocos com densidade celular 5
x10* células/mL. Apos, foram incubadas por 24 h para a completa adesdo das células. O
sobrenadante foi descartado e as células tratadas com diferentes concentragcBes do
extrato (1000; 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,625; 7,8125; 3,90; 1,95; 0,97ug/mL).

3.11.3. Avaliacdo da viabilidade celular pelo método de MTT

Os ensaios para a determinacéo da viabilidade celular para os extratos aquoso e
etandlico de E. brasiliensis foram realizados in vitro, utilizando o método do brometo
de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetraz6lio (MTT), que determina a
habilidade de células vidveis em reduzir o MTT, formando cristais insol(veis de
formazana de coloragdo violeta (MOSSMAN, 1983). Os ensaios foram realizados em
macrdfagos peritoneais e esplendcitos de camundongos, e células VERO.

Apoés o tratamento, o meio de cultura foi removido e 100 pL de MTT foram
adicionados a cada poco. As placas foram incubadas a 37° C, ao abrigo da luz, até a
observacéo da presenca dos cristais violetas de formazana por 3 h. A solucédo de MTT
foi retirada da placa e adicionado 100 uL de élcool isopropilico a cada poco. A leitura
da absorbancia foi realizada em espectrofotometro com leitor de microplacas a 540 nm,
com filtro de referéncia 620nm.

Foram realizados 3 experimentos independentes em triplicata com cada
linhagem celular.

3.12. Anélise estatistica

Para os ensaios de antioxidante e citotoxicidade os dados foram analisados por
analise de variancia one-way (ANOVA) seguido pelo pos-teste Tukey, utilizando o

software GraphPad Prism 6.
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A andlise estatistica da atividade antioxidante foi realizada em relacdo aos
padrdes, entre si e padrdes vs. extratos da amostra vegetal; e a para a citotoxicidade foi
realizada comparacdo entre 0s extratos; em ambas considerando um nivel de

significancia estatistica, limite de 5% (p<0,05).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Rendimento dos extratos

Uma quantidade inicial de 8 Kg de polpa dos frutos de E. brasiliensis, foi
liofilizada em dois equipamentos diferentes: Labconco® - modelo 77500 series, -54°C,
0.0120 Mbar e CHRIST® - modelo ALPHA 2-4LDPLUS, -35°C, 0.220 Mbar, no
laboratério multiusuérios, PADC - FCF. Durante o processo de liofilizagdo, algumas
amostras apresentaram diferencas de coloragdo (polpa com coloragdo vinho escuro),
quando foram submetidas ao equipamento Labconco®.

Para o célculo do rendimento as amostras com colora¢do vinho escuro foram
descartadas, contudo a liofilizagdo inicial apresentou rendimento inicial de 4,9%. A
partir desta liofilizacdo inicial foi realizada a confeccdo dos extratos. Uma quantidade
de 172,59 desta liofilizag&o (estoque liofilizado) foi reservada para estudos posteriores.
O rendimento obtido a partir das extragdes da polpa liofilizada esta apresentado na
Tabela 1.

Tabela 1. Obtencéo e rendimento dos extratos.

. Extratos Rendimento da
Extrato Polpa Liofilizada (g) | . . .
liofilizados (g) | extracdo (%)
Aquoso 99 60 60,6

Etandlico 90 35 38,9

Houve diferenca na eficiéncia de extragcdo em funcdo dos solventes utilizados,
com maior quantidade de massa para 0 meio aquoso. Todos os resultados relacionados
aos extratos, no presente estudo, estdo expressos com relacdo a massa de extrato seco,

apos liofilizacéo.

4.2. Quantificacdo de fenois totais
Os compostos fendlicos em plantas podem ser encontrados como &cidos

fenolicos, fenilpropanoides, cumarinas, flavonoides, taninos, dentre outros (NACZK;
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SHAHIDI, 2004). A quantificacdo de compostos fendlicos pode ser realizada por uma
variedade de métodos, porém o mais utilizado é o que utiliza o reagente de Folin-
Ciocalteu (ROGINSKY et al., 2005)

Para este ensaio a quantidade de compostos fendlicos totais foi determinado
utilizando uma curva analitica do &cido galico, como padrdo externo de quantificacéo
(Figura 15). Os resultados foram obtidos a partir da equac&o da reta obtida por regresséo
linear da curva analitica do &cido gélico e foram expressos em miligramas de compostos
fendlicos totais equivalentes ao acido gélico por grama de extratos de E. brasiliensis. Os
resultados demonstraram maior teor de compostos fendlicos totais no extrato aquoso do
que no extrato etanolico (Tabela 2), o que sugere maior potencial antioxidante no

extrato aquoso.

Figura 15. Curva analitica do &cido gélico para determinacdo de compostos

fendlicos totais.
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Tabela 2. Concentracdo de compostos fendlicos totais (expressos em mg de fendis

totais equivalentes ao acido galico) por g de extratos de E. brasiliensis.

Extrato Compostos fendlicos totais % (Mm/m)
(mg/g)
Aquoso 25,145+0,142 2,5
Etandlico 16,400+0,084 1,6

Os valores dos teores de compostos fendlicos totais equivalentes ao acido gélico
(CFEAG) por g de extrato aquoso ou etanolico, respectivamente, equivalem a 2514,5 e
1640,0 mg de CFEAG por 100 g de extrato seco.

Entre os vérios antioxidantes obtidos de produtos naturais, compostos fenélicos
contém ativadade sobre as espécies reativas de oxigénio, pois doam um atomo de
hidrogénio ou um elétron para o radical livre. Por apresentarem ressonancia ap6s
atuarem no combate aos radicais livres, os compostos fendlicos na forma de radicais
possuem uma determinada estabilidade, que os permite reter o elétron desemparelhado
sem causar danos as estruturas celulares (SOARES, 2002; BARREIROS et al., 2006).

Muitos compostos fendlicos apresentam potencial antioxidante, anticancerigeno
ou anti-carcinogénico, antimutagénico, antibacteriano, antiviral ou anti-inflamatério, em
maior ou menor grau (CAl et al., 2006).

Castro (2012) avaliou os extratos aquoso e etanélico 80% da polpa do fruto de E.
brasiliensis para obter o teor de compostos fendlicos totais. Os valores obtidos foram
aproximadamente de 4,0 mg CFEAG/100mg para o extrato etandlico de 5,0 mg
CFEAG/100mg para o extrato aquoso. O mesmo trabalho avaliou os extratos do fruto
de Eugenia pyriformis apresentando aproximadamente 4,0 mg CFEAG/100g para o
extrato da etandlico e 4,5 mg CFEAG/100g para 0 extrato aquoso, ou seja, 0S teores
observados menores do que os obtidos neste trabalho.

Em estudo realizado por Infante et al. (2016) o extrato etandlico 80 % de E.
brasiliensis apresentou maior teor de compostos fenolicos totais nas folhas quando
comparado a semente e polpa do fruto, 73,25; 42,60; 26,69 mg CFEAG/g
respectivamente. Infante et al. (2016) apresentou teor de composto fendlico para a polpa

do fruto ao do extrato aquoso obtido neste trabalho. Porém a variagdo do teor de
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compostos fendlicos encontrada para o extrato etandlico pode ser explicada devido a
diferencas nas variedades do vegetal, clima, grau de maturagdo e método de extracéo.

Guedes (2013) apresentou quantidade similar de compostos fendlicos totais em
extrato etandlico 40% dos frutos de E. brasiliensis (25,98 mg CFEAG/g). Também, foi
evidenciado em extrato etandlico 40 % dos frutos teores de compostos fenolicos
menores em jabuticaba e uvaia (Eugenia pyriformis), 9,55 e 24,09 mg CFEAG/g
respectivamente. Reynertson et al. (2008) encontrou 31,6 mg CFEAG/g em peso seco
em fruto de jabuticaba liofilizada, para E.brasiliensis encontrou-se 24,8 mg CFEAG/g,
para E. agreggata 25,3 mg CFEAG/g, para E. luschnathiana 22 mg CFEAG/g, e menor
valor para E. reinwardtiana com 9,25 mg CFEAG/g.

Sun e colaboradores (2002) investigaram os compostos fendlicos totais de
fragdes sollveis de extracdo realizada com acetona 80% de V. macrocarpon e mais 11
frutas diferentes. Este trabalho expressou seus resultados em miligramas de compostos
fenolicos totais equivalentes ao acido galico por 100 gramas em peso fresco. Entre todas
as frutas analisadas, a V. macrocarpon teve a maior conteddo de compostos fendlicos
solveis livres 507,0 mg CFEAG/100g, seguido de mag¢d 272,1, uva vermelha 182,0,
morango 147,8, limdo 66,3, péssego 65,3, laranja 56,8, banana 56,1, péra 53,6, e
abacaxi 40,4. Toranja teve o menor teor de fenolicos livres (30,7mg/100 g). Celik et al.
(2008) realizou a avaliacdo dos compostos fendlicos frente a diferenca dos estagios de
maturidade de V. macrocarpon que teve declinio de 7990 to 4745 mgCFEAG /kg em
peso fresco, quando em estigio mais avancado de maturacéo.

O método de determinacéo de teor de compostos fendlicos totais pelo reagente
Folin-Ciocalteau pode ndo fornecer valores exatos, ja que outros compostos redutores,
como o acido ascorbico, podem reagir com o &cido fosfotingstico-fosfomolibdico
presente no reagente, formando o complexo azul de molibdénio. Além disso, ele reage
com alguns compostos ndo fendlicos (ex. aglcares redutores) que também apresentam
atividade antioxidante, sendo considerado por alguns autores um método para
determinar a capacidade antioxidante total, j& que apresenta elevada correlagdo com
outros métodos antioxidantes, devido as similaridades quimicas presentes nestes ensaios
(EVERETTE et al., 2010; HUANG; OU; PRIOR, 2005). Levando em consideragéo este
argumento e o resultado de que, o teor de agUcares redutores foi maior para 0 extrato
aquoso, isto pode ter influenciado o resultado para compostos fendlicos resultando

também em maior quantidade para o extrato aquoso.
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4.3. Quantificacdo de flavonoides totais

Flavonoides sdo metabolitos secundarios mais abundantes entre os polifendis da
nossa dieta e incluem subclasses diferentes, isto &, flavonois, flavonas, flavononas,
antocianidinas e isoflavonas, dentre outras (ZAMORA-ROS et al., 2014; SEBASTIAN
etal., 2015).

Foi avaliado o teor de flavonoides nos extratos de E. brasiliensis e para isso foi
obtida uma curva analitica com a quercetina (Figura 16) e o resultado expresso em mg
de flavonoides totais equivalentes a quercetina (FLAVEQ) por grama de extrato de E.
brasiliensis. Neste ensaio a quantidade de flavonoides totais foi semelhante para os dois

extratos (Tabela 3).

Figura 16. Curva analitica da quercetina para determinacdo de flavonoides

totais.
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Tabela 3. Concentragdo de flavonoides totais (expressos em mg de flavonoides totais

equivalentes a quercetina) por g de extratos de E. brasiliensis.

Extrato Flavonoides Totais (mg/g) % (m/m)
Aquoso 10,00+0,006 1,0
Etandlico 15,60+0,025 1,5

62



Os valores de flavonoides totais equivalentes a quercetina (FLAVEQ) por g de
extrato aquoso e etandlico, respectivamente, equivalem a 1004 e 1560 mg de FLAVEQ
por 100 g de extrato seco.

Castro (2012) também avaliou o teor de flavonoides totais para os extratos
aquoso e etandlico 80% da polpa do fruto de E. brasiliensis, obtendo os respectivos
valores: 8,0 e 4,0, porém os resultados foram expressos mg de flavonoides totais
equivalentes a rutina (RU) por 100 mg de extrato seco de E. brasiliensis. Valores
relativamente préximos aos encontrados neste trabalho.

Com relagcdo a quantificagdo de flavonoides totais poucos sdo os estudos
realizados com E. brasiliensis.

Em trabalho de revisdo, realizado por Pappas e Schaich (2009), além de
relacionar os teores de flavonoides encontrados em V. macrocarpon, também
caracterizou quais classes de flavonoides foram encontrados. Ficou demonstrado neste
trabalho uma extensa variedade de flavonoides, bem como de compostos fendlicos,

antocianinas e agUcares.

4.4. Quantificacdo de antocianinas totais

As antocianinas sdo metabodlitos pertencentes & classe dos flavonoides
(WALTON et al., 2006). Segundo Rubinskiene et al. (2005) as antocianinas de um
modo geral, sdo susceptiveis & mudancgas de pH, temperatura e a a¢do de enzimas, as
quais promovem mudanca dos méximos de absorcdo no espectro, fato que interfere
diretamente no doseamento destes metabdlitos na amostra vegetal analisada. Sendo
assim, para este ensaio foi utilizada a variacéo de pH.

Para antocianinas o teor determinado no extrato aquoso apresentou-se menor do

que o teor extrato etanolico (Tabela 4).

Tabela 4. Concentragédo de antocianinas totais (expressos em mg de antocianinas totais

equivalentes a cianidina-3-glicosideo) por g de extratos de E. brasiliensis.

Extrato Antocianinas Totais(mg/g) % (m/m)
Aquoso 0,300+0,176 0,03
Etandlico 0,800+0,085 0,08
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Os valores de antocianinas totais equivalentes a cianidina-3-glicosideo (C3G)
por g de extrato aquoso e etanolico, respectivamente, equivalem a 30 e 80 mg de C3G
por 100 g de extrato seco.

Guedes (2013) determinou a quantidade de antocianinas totais em extratos
etandlicos 40% de Vérios frutos, utilizando o método de pH diferencial, foi encontrado o
segundo maior valor para E. brasiliensis com 266,34 mg C3G/g de fruta fresca, em
primeiro lugar para a jabuticaba e por ultimo uvaia (E. pyriformis), 342,23 e
4,77mgC3G/g de fruta fresca, respectivamente. Teixeira (2015) também utilizou o
método de pH diferencial para determinar a quantidade de antocianinas totais nos
extratos metandlicos 70% acidificados com 5% de &cido acético e encontrou para a
variedade vermelha de E. brasiliensis valor maior de antocianinas variando de 30 a 200
mgC3G/ 1009 de fruta fresca, porém ndo foram encontradas antocianinas em frutos e
sementes da variedade amarela. Reynertson et al. (2008) obteve o segundo maior valor,
em relagdo a quantidade de antocianinas totais avaliada em diferentes géneros de
plantas, e o primeiro lugar, para E. brasiliensis (8,37 mg C3G/g em peso seco) quando
comparada a mais quatro plantas do mesmo género. Esse valor representa 27,9 vezes a
mais do que a quantia de antocianinas totais encontradas neste estudo.

Quantidades altas de antocianinas sdo encontradas em V. macrocarpon em
diversos trabalhos, bem como sua identificacdo; encontra-se entre as antocianinas desta
espécie: cianidina, peonidina, malvidina, pelargonidina, delfinidina e petunidina (WU,
PRIOR, 2005). O teor de antocianinas pode variar conforme o amadurecimento, a
variedade e tamanho do fruto (VVEDENSKAYA, VORSA, 2004; CELIK et al., 2008;
BROWN et al., 2012). Pappas e Schaich (2009) em seu trabalho de revisdo sobre a V.
macrocarpon relatam valores de antocianinas que variam de 13,6-171 mg/100 g fruta

fresca, bem como a caracterizagdo de diversas classes de antocianinas.

4.5. Quantificacdo de agucares totais

Os monossacarideos, como a glicose e frutose sdo acucares redutores por
possuirem grupo carbonilico ou cetdnico livres, passiveis de se oxidarem na presenca de
agentes oxidantes em solucbes alcalinas. Os dissacarideos que ndo possuem essa
caracteristica sem hidrolise da ligagdo glicosidica e s&o denominados de agucares ndo
redutores (SILVA et al., 2003).

Foi obtida uma curva analitica com a glicose (Figura 17) para expressar 0S

resultados desse ensaio em mg de agucares totais equivalentes a glicose por grama de
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extrato de E. brasiliensis. O extrato aquoso apresentou semelhanca no teor de aglcares

em relacdo ao extrato etandlico, para agucares redutores apresentou quantidade menor e

para aglcares ndo redutores apresentou uma maior quantidade em relagdo ao extrato

etandlico (Tabela 5).
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Figura 17. Curva analitica da glicose para determinagdo de acucares totais.

Tabela 5. Aglcares totais em mg de agUcar total ou agicares ndo redutores ou agucares

redutores equivalentes a glicose por g de extratos de E. brasiliensis.

Extrato AcUcares AcUcares AcuUcares ndo AcuUcares AcUcares AcUcares
Totais Totais redutores n&o redutores redutores
(mg/g) % (mgl/g) redutores (mg/g) %
%
Aquoso 774,40+0,277 77,44 136,800,865 13,68 637,60+1,082 63,76
Etandlico  735,20+2,009 73,52 251,10+2,422 25,10 484,00+2,009 48,40

Os valores de agUcares totais equivalentes a glicose (GLI) por g de extrato

aquoso e etanolico, respectivamente, equivalem a 77.440 e 73.520 mg de GLI por 100

grama de extrato seco.
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Para andlise cromatogréfica (item 4.7) dos extratos foi realizado um pré-
tratamento dos extratos aquoso e etandlico de E. brasiliensis através de uma particao
liquido-liquido que utilizou n-butanol e 4gua na mesma propor¢do (1:1, v/v), com o
objetivo de concentrar os compostos fendlicos e outros metabélitos secundarios na
fracdo n-butanol e eliminar os interferentes polares, agucares, que permaneceriam na
fase aquosa (QUEIROZ et al., 2001). Os rendimentos obtidos das fragcdes aquosas do
extrato aquoso e etandlico foram de 78,73% e 73,40% (m/m), respectivamente, sendo
coerentes com os valores determinados para agucares totais de 77,44% e 73,52% (m/m),
respectivamente.

Teixeira et al. (2015) realizou a quantificacdo de agucares totais soldveis em
extrato etandlico 80% das variedades de frutos roxos e amarelos de E. brasiliensis
através de CLAE-DAD, utilizando curvas analiticas com sacarose, glicose e frutose. As
variedades dos frutos roxos e amarelos apresentaram similaridade no teor de agucares
totais encontrados com 2,98 e 2,97 g/100g em fruto fresco, respectivamente, os valores
de glicose apresentaram-se altos 2,84 e 2,85g/100g e os valores de frutose baixos 0,13 e
0,12g/100g; sacarose ndo foi detectada.

Com relacdo a quantificagdo de agucar totais, aglcares redutores e ndo redutores
h& poucos estudos realizados com o fruto de E. brasiliensis. E os resultados obtidos no
presente estudo sdo relevantes para analise e discussao de outros ensaios realizados.

Os valores obtidos para determinacdo de acucares totais e agUcares redutores
realizados por Pereira et al. (2012) mostraram os maiores valores de agucares totais e
agUcares redutores para E. pyriformis, pertencente ao mesmo género do fruto estudado
neste trabalho, 36,72 e 36,54 g/100g de peso seco de extrato da polpa, respectivamente,
quando comparados com Psidium cattleyanum Sabine e Campomanesia xanthocarpa O.
Berg (22,74; 18,6 9/100g e 34,45; 34,06 g/100g, respectivamente).

Através de estudo de revisdo proposto por Pappas e Schaich (2009), ha poucos
estudos em relacdo ao teor de aglcares no fruto de Vaccinium macrocarpon, mas ha
alguns estudos em relacéo ao suco do fruto. Este trabalho relata pouca quantidade do

teor de agucar no suco do fruto, valor préximo a 3,7-5,4%.

4.6. Identificacéo de taninos
Os taninos representam compostos polifendlicos complexos heterogéneos e
hidrossoluveis, de elevado peso molecular. De acordo com suas estruturas quimicas, sdo

divididos em dois grupos: taninos hidrolisiveis, formados por um poliol central
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estereficado por unidades de &cido gélico (galotaninos) ou &cido hexahidroxidifénico
(elagitaninos), e taninos condensados, formados através da condensacgéo de unidades de
catequinas ou leucocianidinas (MELO, SANTQOS, 2006; CUNHA et al., 2008). Para a
identificagdo de taninos foram empregados 3 testes de precipitagdo e um teste de reagédo
colorimétrica no extrato bruto. Para os resultados dos testes de precipitacdo a reacao
com gelatina e a reacdo de acetato de chumbo apresentaram-se positivos, indicando a
presenca de taninos. Porém, os testes podem representar um falso positivo devido a
presenca de pseudotaninos na reagdo com gelatina; ou de outros metabdlitos
secundarios na reagdo com acetato de chumbo. O teste de reacéo colorimétrica através
da reacdo de sais de ferro também se apresentou positivo e obteve-se uma coloracdo
azul indicando a presenca de taninos hidrolisaveis. No entanto, outros compostos
fendlicos presentes na solugdo do extrato podem interferir no resultado produzindo
variagdes na cor exibida. Os resultados obtidos deste teste estdo apresentados na Tabela
6 e sugerem a presenca de taninos hidrolisveis (galotaninos ou elagitaninos) ou de
acido galico, acido elagico ou seus derivados, devido & precipitacdo com gelatina e
chumbo e especificamente a coloracdo azul caracteristica para estas substancias

observadas no ensaio com o cloreto férrico.

Tabela 6. Resultados obtidos nos ensaios na identificagéo de taninos no extrato bruto de

E. brasiliensis.

Amostra Reacgdo Resultados

Extrato Bruto Reacdo com Gelatina +
Reacdo com Sulfato de Quinina -
Reacdo com Acetato de Chumbo 4
Reacéo de Sais de Ferro + (cor azul)

+ Indica resultado positivo para o teste

- Indica resultado negativo para o teste

Em alguns trabalhos relacionando a espécie de E. brasiliensis e o género
Eugenia também foram identificados taninos, demonstrando entre os componentes
majoritarios o acido galico (ABE et al., 2012; SILVA et al., 2014; TEIXEIRA et al.
2015; INFANTE et al., 2016).

No trabalho com a V. macrocarpon de Pappas e Schaich (2009), em frutos e

derivados da espécie tambem foram identificados taninos, em especial a classe de
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catequinas. O &cido elégico representa 51% dos compostos fendlicos totais encontrados
na V. macrocarpon, apresentando-se de forma livre, constituindo elagitaninos ou na
forma de outros glicosideos (NILE, PARK, 2014).

4.7. Cromatografia liquida de alta eficiéncia - CLAE

Analises feitas por CLAE-DAD permitem comparar, classificar, identificar e
assim fornecer uma caracterizagdo mais ampla do material vegetal. Em associagdo com
uma técnica de separacdo e um detector eficiente, ndo é possivel apenas quantificar, mas
também obter dados que auxiliam na elucidacéo das estruturas de seus componentes.

Os extratos aquoso e etandlico foram submetidos & anélise em modo gradiente
para obter um perfil cromatogréfico a fim de compara-los quanto a sua complexidade e
componentes majoritarios. Os cromatogramas apresentados correspondem as analises
das fragbes n-butandlicas de ambos os extratos. Foram obtidos os espectros no UV para
todos os cromatogramas dos extratos e padrdes.

Os cromatogramas dos extratos aquoso (Figura 18 A) e etandlico (Figura 18 B)
demonstraram semelhanga dos seus perfis cromatogréaficos qualitativos (numero de
picos e tempos de retencdo), apresentando um pico majoritario com tg= 41,7 min. A
maior intensidade dos picos majoritarios foi observada no comprimento de onde de 270
nm. Considerando-se os volumes de injeg&o utilizados de 35 pL para o extrato aquoso e
de 20 pL para o extrato etan6lico, bem como as areas dos picos nos cromatogramas, é
possivel concluir que as substancias correspondentes aos picos observados estdo em
maior concentragdo no extrato etanolico. Os espectros no UV/Vis dos picos principais
do extrato aquoso e etandlico estdo representados nas Figuras 19 e 20. Os espectros no

UV/Vis dos picos correspondentes em termos de tr em ambos extratos foram idénticos.
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Figura 18. Cromatogramas do extrato aquoso (A) e etandlico (B) de E.

brasilisensis utilizando CLAE-DAD (270 nm). Condicfes de analise: fase movel

acetonirila (B) e agua (A) adicionadas de acido acético (1 %) em modo gradiente: 13-

68% B em 50 min, 100% B por 10 min; vaz&o de 1,0 mL/min; volume de injeg&o de 25

uL para o extrato etandlico e 35 pL para o extrato aquoso e detector de arranjo de

diodos (DAD) com leitura de 270 nm.
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Figura 19. Espectros no UV/Vis dos picos do extrato aquoso referentes ao
cromatograma da figura 18(A): 6 (A), 10 (B) e 20 (C).
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Figura 20. Espectros no UV/Vis dos picos do extrato etanolico referentes ao
cromatograma da figura 18 (B): 5 (A), 11 (B) e 21 (C).
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Os espectros no UV/Vis das Figuras 19 e 20 apresentaram bandas na regido de
absorcao de compostos fendlicos compreendidas entre cerca de 240 e 350 nm, possivel
observar nas Figuras 19 (B) e (C) e 20 (B) e (C) dos espectros de UV/Vis dos extratos
aquoso e etanolico. Segundo Solovchenko (2011), flavonoides apresentam Amax entre
240-285; alguns outros compostos fendlicos apresentam Amax entre 250-280 nm e 300-
360 nm, como se pode observar nas Figuras 19 (A) e 20 (A); as posi¢des exatas dos
seus maximos variam conforme as classes de compostos. Flavan-3-ols,
proantocianidinas e dihidrocalconas mostram uma absor¢do méxima principalmente

entre 270-290 nm, enquanto que di-hidroflavonol além de apresentaras mesmas bandas
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de absorcdo apresenta também uma pequena absor¢do a Amsx 320 nm (SANTOS-
BUELGA et al., 2003; MARSTON, HOSTETTMAN, 2006).

Teixeira et al. (2015) identificou elagitaninos e flavondides em variedades de E.
brasiliensis utilizando CLAE-EM em fase reversa acoplado ao espectrofotometro de
massas. Foram encontrados nos frutos de variedade roxa de E. brasiliensis duas classes
de flavonoides, entre elas cinco tipos de antocianinas e dois tipos de flavondis, além de
outros compostos fenodlicos. Nos frutos de variedade amarela foram encontrados duas
classes de flavonoides e dois derivados de é&cido elagico foram detectados. As
antocianinas, como esperado, foram encontrados apenas no fruto de variedade roxa,
demonstrando diferenga no perfil das duas variedades.

Flores et al. (2012) identificou nove antocianinas, dos quais cinco foram
encontradas nos frutos de variedade roxa de E. brasiliensis . Adicionalmente, Silva et al.
(2014) identificaram quatro tipos de antocianinas na mesma variedade, exibindo em seu
trabalho uma forma adicional: cianidina 3-acetil-hexoside. Outros compostos também
foram identificados nos frutos de variedade roxa como miricetina, rutina e kaempferol
(REYNERTSON et al, 2008). Infante et al. (2016) também identificaram e
quantificaram os compostos fendlicos encontrados em E. brasiliensis .

Considerando os trabalhos supracitados, apesar de o presente trabalho analisar
extratos com misturas dos frutos contendo variedades roxa e amarela da espécie de E.
brasiliensis, estes confirmam a diversidade de compostos encontrados na espécie
vegetal. Conforme podemos observar no espetro do UV/Vis dos picos 3 de ambos os
extratos um tipo de antocianina (Figura 23), j& que foi observada banda com Amax = 520
nm.

Os padrdes quercetina, rutina, acido galico e &cido elagico foram utilizados para
fins de identificacdo, porém nenhuma destas substancias foi identificada nos extratos, o

que foi confirmado através de co-injecdes dos padrdes com os extratos no cromatdgrafo.
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Figura 21. Espectros no UV/Vis dos picos 3 referentes aos cromatogramas dos

extratos aquoso (A) e etandlico (B).

4.8. Avaliacao da atividade antimicrobiana

4.8.1. Determinagdo da concentracéo inibitéria minima (CIM)

A atividade antimicrobiana é uma etapa importante na determinagdo de potencial
bioldgico dos produtos naturais, a qual pode ser avaliada por diversos métodos
laboratoriais tais como difusdo em &gar, macrodiluicdo e microdiluicdo. Estes métodos
possuem a capacidade de medir a sensibilidade in vitro dos micro-organismos em
relacdo as biomoléculas com potencial inibitério; orientar a escolha da terapia
antimicrobiana mais adequada e até mesmo representar uma importante ferramenta no
monitoramento da evolugdo da resisténcia bacteriana. A microdiluicdo apresenta-se
como a mais viavel na determinacdo da CIM, uma vez que se constitui em metodo
eficaz que possibilita a utilizagdo de mais de um composto-teste, bem como de
diferentes micro-organismos em um mesmo ensaio, é possivel que seja realizada em
microplacas, exigindo pequenos volumes de amostras e reagentes, fato extremamente

vantajoso quando se trabalha com produtos naturais, que na grande maioria das vezes
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sdo obtidos em pequenas quantidades (COWAN, 1999; YUNES, CALIXTO, 2001;
ALVES et al., 2008; DAS et al., 2010; ANVISA, 2013).

As Tabelas 7 e 8 apresentam os resultados de CIM obtidos na avaliacdo da
atividade antibacteriana e antifungica, com a leitura realizada com resazurina e TTC,das
amostras vegetais frente a todas as cepas empregadas no estudo, assim como 0s

resultados dos controles positivos.

Tabela 7. Concentracéo inibitéria minima para as cepas bacterianas dos extratos aquoso

e etanolico de E. brasiliensis e o controle positivo.

CIM (pg/mL)
Extratos Padréao
Cepa bacteriana Aguoso Etanolico Ampicilina
S. aureus ATCC 25923 1000 500 0,7
SSC1 >1000 1000 31,2
SSC 2 >1000 1000 0,7
SSC3 >1000 1000 0,3
SSC4 >1000 1000 1,4
SSC5 >1000 1000 0,7
E. coli ATCC 25922 >1000 >1000 31
ECC1 >1000 >1000 R
ECC?2 >1000 >1000 0,7
ECC3 >1000 >1000 15
ECC4 >1000 >1000 0,7
ECC5 >1000 >1000 R
ECC6 >1000 >1000 15
ECC7 >1000 >1000 31
ECC8 >1000 >1000 15
ECC9 >1000 >1000 15
ECC 10 >1000 >1000 R

R= resisténcia

O extrato aquoso e extrato etanodlico apresentaram atividade antibacteriana
contra S. aureus com CIM/CBM = 1000 pg/mL e CIM = 500 pg/mL, respectivamente.
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Para as 5 cepas clinicas SSC1, SSC2, SSC3, SSC4 E SSC5 de S. saprophyticusapenas o
extrato etanolico apresentou atividade (CIM/CBM = 1000 ug/mL, para todas as 5
cepas).Os extratos da amostra vegetal ndo apresentaram atividade contra a cepa de E.
coliATCC25922 e contra as cepas clinicasECC1, ECC2, ECC3, ECC4, ECC5, ECCES,
ECC7, ECC8, ECC9 e ECC10 de E. coli, nas concentragdes testadas.

Magina (2009) em seu trabalho sobre Oleo essencial das folhas de E.
brasiliensis, demonstrou atividade antimicrobiana frente as cepas de S. aureus (ATCC
25923) com CIM de 156,2 ug/mL, 0 que demonstra ser um potente inibidor e para E.
coli (ATCC 25922) com CIM/CBM de 624,9 pg/mL. Em estudo realizado pela mesma
autora em 2008 o extrato bruto das folhas apresentou atividade contra E. coli e P.
aeruginosa, com valores de CIM/CBM de 780 pg/mL. O extrato bruto do caule
apresentou os mesmos valores de CIM contra S. aureus, (CIM/CBM = 780 pg/mL). Das
fracOes obtidas das folhas e caule, a mais ativa foiacetato de etila, com CIM/CBM = 390
ug/mL para E.coli, com 0s mesmos resultados para ambas as fragdes.

No trabalho de Magina (2008), supracitado, também foram realizados a
determinagdo inibitéria minima para outros géneros de Eugenia, tais como para E.
beaurepaireana e a E. umbelliflora. Para E. beaurepaireana, observou-se que para a
cepa de S. aureus o extrato bruto do caule, a fracdo de acetato de etila e as fragGes
agquosa e butandlica demonstraram-se efetivas com CIM de 390, 75, 15, 780 pg/mL,
respectivamente. Contra a cepa de E. coli as fragBes de acetato de etila e butandlica
foram as mais efetivas, com CIM 780 e 390 pug/mL, respectivamente. Em relagdo a E.
umbellifloraos resultados de CIM obtidos com o extrato bruto, as fracbes hexano,
diclorometano e acetato de etila das folhas desta espécie contra S. aureus foram de 15
ug/mL, os melhores resultados observados.

Siebert et al. (2014) determinaram a concentragdo inibitéria minima contra S.
saprophyticus, E. coli e Pseudomonas aeruginosa do 6leo essencial das folhas de E.
brasiliensis , obtidas em diferentes estacdes do ano. Os 6leos obtidos durante o outono e
inverno apresentaram CIM de 500 pg/mL e CIM = 1000pug/mL durante as estagfes de
verdo e primavera contra S. saprophyticus. Em relacéo a E. coli, apenas o 6leo obtido no
outono demonstrou fraco potencial, CIM = 1000ug/mL. Também foi observada
atividade discreta contra P. aeruginosa pelo 6leo obtido no inverno, CIM = 1000pg/mL
e moderado com o Oleo obtido no outono CIM = 500ug/mL. Estes resultados
demonstraram diferencas na atividade antibacteriana, conforme extragdo obtida do dleo

em diferentes estagdes do ano.
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Estudos de atividade antibacteriana referentes ao fruto de E. brasiliensis ndo
foram encontrados até a finalizacdo deste trabalho.

Segundo Caillet et al. (2012) foi avaliada a concentragdo antimicrobiana minima
diante de diversas fragdes de V. macrocarpon, correlacionando os resultados a
quantidade de compostos fenolicos presentes. Foram utilizados sucos e extratos desta
espécie vegetal contra espécies de bactérias e fungos, entre elas E. coli O157: H7
EDL933, E. coli ATCC 25922,S. aureus ATCC 29213 e P. aeruginosa ATCC 15442.

Pappas e Schaich (2009) em artigo de revisdo sobre a V. macrocarpon,
apresentou resultados relacionando producéo de biofilme e a interferéncia desta espécie
vegetal com adesdo bacteriana sobre uma variedade de células e matrizes bioldgicas,
incluindo as células uroepiteliais. Evidenciam também, a efetividade nestes sistemas
diferenciados, em diferentes estruturas e componentes moleculares. Ocorrem de forma
tdo efetiva devido a riqueza de compostos fitoquimicos com atividade antibacteriana,
encontrados nesta espécie vegetal.

As Figuras 22 a 25 apresentam as curvas de inibicdo dos compostos avaliados
frente &s cepas empregadas nesta investigagao.

Os dados apresentados na Figura 22 evidenciam maior atividade do extrato
etanolico frente ao extrato aquoso.

A Figura 23 confirma o potencial antimicrobiano apresentado pelo extrato
etandlico uma vez que foi o Unico a apresentar atividade contra as cepas clinicas de S.
saprophyticus. Duas das cepas empregadas nesta investigagdo mostram um perfil mais
sensivel ao derivado vegetal (SSC4 e SSC5). E importante salientar que cepas de
origem clinica possuem naturalmente um perfil de resisténcia maior, uma vez que sao
isoladas de ambientes que estdo propensos a diversos fatores extrinsecos e intrinsecos
que conferem as mesmas um maior padrdo de resisténcia a fim de manterem sua
sobrevivéncia (RAMOS et al., 2015).
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Figura 22. Curva de inibicdo dos extratos aquoso e etandlico de E. brasiliensis

contra a cepas de S. aureus ATCC 25923.
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Figura 23. Curvas de inibicdo dos extratos aquoso (A) e etanolico (B) de E.

brasiliensis contra as cepas de S. saprophyticus.
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Na Figuras 24, pode-se observar que ndo foram encontrados padrdes inibitorios
contra as cepas de E. coli, entretanto comparando-se os resultados obtidos que o extrato

etanolico foi discretamente mais ativo.
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Figura 24. Curvas de inibicdo dos extratos aquoso (A) e etantlico (B) de E.

brasiliensis contra as cepas de E. coli.
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Para as cepas flngicas estudadas de C.albicans o extrato aquoso ndo apresentou
atividade. O extrato etandlico apresentou atividade contra a C. albicans ATCC18804 e
CAVS5, com CIM/CFM de 1000 pg/mL.

Na Tabela 8, estdo apresentadas a concentragdo inibitéria minima para as cepas

fungicas dos extratos aquoso e etandlico de E. brasiliensis e o controle positivo.

Tabela 8. Concentracdo inibitéria minima para as cepas fungicas dos extratos aquoso e

etandlico de E. brasiliensis e o controle positivo.

CIM (pg/mL)

Cepa fangica Aquoso Etandlico Fluconazol = Anfotericina B
ATCC 5314 >1000 >1000 R 5,0
ATCC 18804 >1000 1000 8,0 2,5

CAV 5 >1000 1000 R 5,0

R= resisténcia

Magina (2008) também determinou a concentracdo inibitéria minima de cepas
fungicas para E. brasiliensis. A maioria das fracBes utilizadas ndo apresentou atividade
contra as leveduras testadas. Observou-se que o0 extrato bruto do caule desta espécie foi
mais ativo que o extrato das folhas, apresentando valores de CIM= 7,8 ug/mL para C.

albicans e Cryptococcus neoformans, o que corresponde a uma alta atividade contra
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estes fungos. Ao analisar as fragOes obtidas da particdo, observa-se que os valores de
CIM obtidos foram menores que os obtidos com o extrato bruto total, sugerindo que a
acdo destes compostos seja sinérgica, ou seja, 0 conjunto de VArios compostos
encontrados neste extrato. Para o extrato bruto das folhas, observou-se atividade contra
C. krusei e C. tropicalis, com CIM = 500 pg/mL. Quanto as fracdes obtidas das folhas,
a fracdo aquosa foi a mais ativa, apresentando valores de CIM = 15,6 pg/mL para C.
neoformans e 60 pg/mL para C. krusei. Em continuagdo a este trabalho, foram
determinadas as concentracfes inibitérias minimas para E. beaurepaireana e a E.
umbelliflora. O fungo mais sensivel aos extratos e fracdes utilizadas no trabalho de E.
beaurepaireana foi C. neoformans. O melhor resultado obtido com o extrato bruto das
folhas foi contra C. glabrata, com CIM = 92,5ug/mL. Das fragOes testadas, a mais ativa
foi a fragdo butandlica, que apresentou CIM= 45 pg/mL contra C. neoformans e 60
ug/mL contra C. krusei, sugerindo que 0s compostos mais ativos deste extrato sejam de
maior polaridade. Para a espécie de E. umbelliflora o extrato das folhas foi mais ativo
que o do caule, com o melhor resultado de CIM = 125 pg/mL para C. krusei. Das
fracOes obtidas na parti¢éo, tanto para as folhas como para o caule, a fragdo mais ativa
foi a butandlica, com valores de CIM = 30 pg/mL e 60 pg/mL para C krusei,
respectivamente.

Diversos trabalhos e entre eles o de Liebert (2009), conduziram experimentos
utilizando a V. macrocarpon e avaliaram a atividade antifingica contra C. albicans na
urina humana, apés ingestdo do suco desta espécie. Raros sdo os trabalhos que
realizaram a determinacéo da concentragdo minima de fungos.

A Figura 25 apresenta as curvas de inibicdo contra as cepas fungicas e
confirmam o potencial antimicrobiano apresentado pelo extrato etandlico uma vez que

apresentou atividade contra as cepas C. albicans ATCC 18804 e a clinica CAVS.

79



Figura 25. Curvas de inibicdo dos extratos aquoso (A) e etantlico (B) de E.

brasiliensis contra as cepas de C. albicans.
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De acordo com esses resultados, os extratos da espécie estudada nédo
demonstraram eficcia para as bactérias Gram-negativas utilizadas. Isto pode ter
ocorrido devido & composicéo diferenciada da membrana das bactérias Gram-negativas
em relagdo a Gram-positivas. A parede celular de Gram-negativas possui um
componente adicional, uma membrana externa, que corresponde a uma segunda
bicamada lipidica. A face externa da membrana é rica em lipopolissacarideos, o que a
torna mais lipofilica em relacéo a substancias exdgenas (TORTORA; FUNKE; CASE,
2012).

Mendes et al. (2001), Taguri et al., (2004) e McSweeney et al., (2001) também
relacionam a quantidade de flavonoides e taninos presentes em extratos aos provaveis
mecanismos de agéo antimicrobiana, pois estes compostos tem a habilidade de inativar
enzimas e complexarem-se com proteinas extracelulares, proteinas solGveis e com a
parede celular das bactérias. A total ruptura de membranas microbianas pode ser dada
por flavonoides de carater lipofilico. Sendo assim, podemos sugerir que extratos
vegetais que obtidos com solventes organicos tal como o etanol possuem a capacidade
de extracdo de moléculas mais apolares, neste sentido é possivel que o extrato etandlico
de E. brasiliensis possua maior quantidade destes compostos e que eles estdo
diretamente relacionados com a sua maior atividade antimicrobiana observada neste
estudo quando comparado aos resultados do extrato aquoso.

Ao contrério da maioria dos farmacos sintéticos empregados na terapéutica

antimicrobiana, a literatura cientifica ndo apresenta uma relagdo consensual dos valores
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de CIM obtidos de produtos naturais, neste sentido, alguns autores estabelecem
parametros individuais para classificar os resultados oriundos de ensaios de
determinagdo de atividade antimicrobiana. Aligiannis et al. (2001) consideram CIM
com valores iguais ou menores que 500 pg/mL como inibidores potentes, CIM entre
600 e 1500 pg/mL como inibidores moderados e CIM acima de 1600 pg/mL como
inibidores fracos. Webster et al. (2008) j& estabelecem como satisfatorio outro valor de
CIM (igual ou menor que 1000 pg/mL). Ramos et al. (2015) e Bonifécio et al. (2015)
consideram satisfatorios valores de inibi¢cdo que encontraram-se entre 1000 a 7,8 ug/mL
quando investigaram a atividade antifungica de extratos vegetais. Neste sentido os
dados reportados nesta investigacdo mostram-se favoraveis e de aplicabilidade para

serem considerados potenciais ativos.

4.8.2. Determinagdo da concentracdo bactericida minima (CBM) e

concentracdo fungicida minima (CFM).

As CBM e CFM foram realizadas para os extratos que apresentaram atividade
frente & pelo menos um dos micro-organismos. Os pogos das microplacas que
apresentaram auséncia de crescimento e, portanto atividade do extrato foram plaqueadas
e posteriormente analisadas pelo crescimento de micro-organismos.

Em comparacéo ao CIM das cepas bacterianas pode-se observar que os valores
de CBM encontrados coincidiram com seus respectivos valores de CIM, mostrando
dessa maneira que as amostras testadas apresentaram efeito bactericida contra as cepas
de S. aureus; e bacteriostatico contra as cepas de S. saprophyticus. Da mesma maneira,

as cepas de Candida apresentaram comportamento fungistatico.

4.9. Avaliacao da atividade antioxidante
Para realizago dos ensaios antioxidantes (ABTS™, O,”, ROO®, H,0, HOCI/OCI,
Taurina Cloramina e NO") foi utilizada uma proporgéo de extrato/agua de Img/mL.

Os ensaios foram realizados para 0s extratos: aquoso e etandlico. Foram
utilizados como padrdes, compostos com atividades antioxidantes reconhecidas, como o
acido gélico (derivado do &cido hidroxibenzdico), acido eldgico (derivado de taninos
hidrolisaveis), &cido cafeico (derivado do &cido hidroxicindmico), Trolox (derivado da
vitamina E) e quercetina (flavonoide). Ainda para o ensaio de captura do H,O, foi

utilizado a catalase.
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4.9.1. Ensaio de captura do ABTS™

O ABTS™ destaca-se em ensaios da interagdo entre amostras bioldgicas e
radicais livres, para avaliar o potencial desta interagdo (PRABHU et al.,2011). A
utilizagdo do ABTS™ é importante para avaliar in vitro o potencial antioxidante de
forma simples e rapida, uma vez que sua redugdo diminui sua absorbancia em 734 nm
(descolorindo-0); essa diminuicdo da absorbancia é proporcional a concentragdo e a
atividade antioxidante (PELLEGRINI et al., 1999). Apresenta ainda como vantagens, o
fato de poder ser utilizado em diferentes pH, possibilitando o estudo da influéncia da
acidez do meio na atividade antioxidante e, a solubilidade em agua e solventes
organicos, permitindo assim avaliar compostos hidro e lipossoliveis.Contudo, existe a
limitacdo de ser um radical modelo, e ndo uma biomolécula (MAGALHAES et al.,
2008).

Os resultados obtidos foram expressos em concentrages dos extratos aquoso e
etandlico de E. brasiliensis ou padrbes que neutralizaram 50 % do radical (1Cso); 0s
valores foram obtidos através das equagBes da reta e as analises realizadas em triplicata;
os resultados apresentados com médias das inibigdes.

Nas Figuras 26 a 28 estdo apresentados os respectivos 1Cso para a captura do
ABTS™, para os padrdes, cujos valores em ordem crescente do 1Cso variaram de ~0,4
até 5 ng/mL: gélico < elagico < quercetina < cafeico < trolox e para os extratos de E.
brasiliensis que variaram de ~ 30 até 52 pg/mL: etandlico<aquoso, portanto

decrescente para o potencial antioxidante frente ao ABTS™.
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Figura 26. Inibicdo (captura) do ABTS™ (ICso pg/mL), pelos padrdes, em
tampé&o fosfato de s6dio 10 mmol/L, pH 7,4. » = 734 nm. A figura inserida apresenta a
média das absorbincias do ABTS™ na presenca de diferentes concentracdes da

quercetina (A), acido elégico (B), acido galico (C), &cido cafeico (D) e trolox (E).
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Figura 27. Inibicdo (captura) do ABTS™ (ICso pg/mL), pelos extratos aquoso e
etandlico de E. brasiliensis, em tampdo fosfato de sédio 10 mmol/L, pH 7,4. & = 734
nm. A figura inserida apresenta a média das absorbancias do ABTS™ na presenca de

diferentes concentracOes dos extrato aquoso (A) e etandlico (B).
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Figura 28. Inibicdo (Captura) do ABTS™ (ICso ug/mL), pelos padrdes e extratos.
Analise estatistica, onde (a) representa a comparacéo vs gélico, (b) vs &cido elégico, (c)
vs quercetina, (d) vs cafeico, (e) vs trolox, (f) vs extrato etandlico, (g) vs extrato aquoso;

letras diferentes denotam diferenca significativa, com p<0,05.
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Foi possivel observar para os padrdes de &cido galico, acido elagico e quercetina
valores de 1Cs baixos e proximos entre si, e que apresentam excelente eficiéncia na
captura do ABTS™. No que diz respeito aos extratos a amostra extraida com etanol
demonstrou melhor atividade na captura do radical em relagdo & amostra vegetal

extraida com agua, porém apresentou valor de 1Csq 73,5 vezes maior que o &cido gélico.
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Apesar dos extratos de E. brasiliensis apresentarem uma concentracéo efetiva
maior que a dos padrdes testados, vale ressaltar que os extratos sdo uma mistura
complexa de compostos.

Castro (2012) avaliou a atividade antioxidante frente ao radical ABTS™ dos
extratos aquoso e etandlico de diversas amostras vegetais. Entre elas E. brasiliensis e E.
pyriformis, que obteve 1Cso aproximadamente entre 0,5 a 2 mg/mL, equivalentes a 500 e
2000 pg/mL, respectivamente. Esses valores de 1Cso encontrados sdo pelo menos 10
vezes maiores do que os valores encontrados neste trabalho.

Né&o foram encontrados outros relatos na literatura sobre a atividade antioxidante
frente ao radical ABTS™ de extratos ou produtos obtidos a partir de frutos de E.
brasiliensis.

Wojnicz et al. (2012), Grace et al. (2014) e Teleszko ¢ Wojdylo (2015)
avaliaram a atividade antioxidante pelo método do ABTS, conforme descrito na
metodologia deste trabalho (RE et al., 1999) de diferentes extracOes que utilizaram a
Vaccinum macrocarpon. Os resultados expressos em mM ou pM equivalentes ao trolox
(TE) por 1g ou 100 g de extratos de Vaccinum macrocarpon foram 97,78 mM (TE)/g de
peso seco, 69,3 uM (TE)/g de peso fresco e 14,61 mM (TE)/g de peso seco,

respectivamente.

4.9.2.Ensaio de captura para O;"

O énion superoxido formado pela reducdo monoeletronica do oxigénio
molecular, produzido durante o metabolismo aerdbico celular, em especial na cadeia
transportadora de elétrons mitocondrial. Sua producdo também ocorre a partir da
ativacdo de fagdcitos, como os neutréfilos via NADPH oxidase de membrana. O O;”
pode interagir com biomoléculas; entretanto,quando ocorre um desequilibrio entre sua
producdo e desativacdo (e/ou biotransformacdo), h4 o favorecimento do estresse
oxidativo (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2010; DIKALOV, 2011; DIKALOV;
UNGVARI, 2013).

Os extratos e os padrGes foram testados em diferentes concentragfes e 0s
resultados obtidos foram expressos em termos de I1Csy obtidos através das equacgdes das
retas dos graficos de porcentagem de inibicdo. As andlises foram realizadas em
triplicata e os resultados sdo as médias das inibigdes.

Nas Figuras 29 a 31 estdo apresentados os respectivos ICso(ng/mL) para a

captura do O,", para os padrdes, cujos valores em ordem crescente do ICsq variaram de
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~12,0 até 515 pg/mL: elagico < galico < quercetina < cafeico < trolox e para 0s extratos
de E. brasiliensis que variaram de ~ 660 até 771 pg/mL: etandlico < aquoso, portanto

decrescente para o potencial antioxidante frente ao O,".

Figura 29. Inibi¢do (captura) do O, (ICsp pg/mL), pelos padrdes, em tampédo
pirofosfato de sédio 25 mmol/L, pH8,3. L = 560 nm. A figura inserida apresenta a
média das absorbancias da formazana na presenca de diferentes concentragdes da

quercetina (A), acido elégico (B), acido galico (C), &cido cafeico (D) e trolox (E).

T % 5 @
Ac. elagico (ng/mL)
1

B

20

Ac. cafeico (ug/mL)
1

100 100+
A) 1 IC50 = 24,49 pg/mL B) 1 IC50=12,24 ug/mL
80 804
= _m <
S P S5 /
o 60 e o 604
u(T /,\M zg /,_\ ”
2 *E L £
o) 5 2 s
‘T 01 // 8. £ 404 g
-_ g - = ]
20 A z 204 E
Jr/ <, ‘ / g
Querceti:a (,ug/m»L) b
0 T T T 1 0 T T T
0 10 20 30 40 0 5 10 15
Quercetina (ug/L) Ac. elagico (ug/mL)
100+ 1004
C) | 1csp=1939 ug/mL D) { IC50 = 43,80 ug/mL
80 ~ 804
~ e
(=} - ~
s 60 & E’\i 60
= B e 2 //ﬁ
o - S g0
‘T 404 e 8o 2 10 -
—_— // .g £ /E %w
e g " — z
20{ E R 20 " £
’ <ol - ‘.
Ac. galico (ug/mL)
0 T T T T T T T 1 0 T T T T T
0 5 0 15 20 25 30 35 40 0 10 20 30 40 50 60
Ac. galico (ug/mL) Ac. cafeico (ng/mL)
100+
E) -
IC50 = 511,97 png/mL
80
o 604 g
] 7~
2 s Ee
y= £
.é 204 ks g \«\\
P e ;é e .
204 « E ~
< 0.0+
R
0 T T T T 1
0 200 400 600 800 1000
Trolox (ug/mL)

86



Figura 30. Inibicdo (captura) do O;" (ICsp pg/mL), pelos extratos aquoso e
etandlico de E. brasiliensis, em tampé&o pirofosfato de sodio 25 mmol/L, pH8,3. & = 560
nm. A figura inserida apresenta a média das absorbancias do ABTS™ na presenca de

diferentes concentracbes dos extrato aquoso (A) e etandlico (B).
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Os padrdes &cido elagico e &cido galico apresentaram valores de 1Cso menores,
em relacdo aos demais padrfes e amostras. Os resultados deste ensaio também
demonstraram similaridade em relacéo a ordem crescente dos valores de ICsy do ensaio
de captura do ABTS™. Para as amostras, 0 extrato etandlico também foi o que
apresentou melhor atividade para a captura da espécie reativa O,”. Em relagéo ao 1Cs
do trolox, o extrato etandlico obteve apenas concentragdo de 1,3 vezes maior e 0 extrato
aquoso 1,5 vezes maior, sendo este um dado muito importante e promissor, pois
evidencia em uma mistura heterogénea e complexa de compostos que tem atividade
antioxidante similar & atividade antioxidante de uma compostos puro, utilizado como
padrdo. O trolox é um derivado sintético solivel da vitamina E (contendo o anel
cromanol) e ndo apresentou eficiéncia na captura de O,”. As amostras em estudo devem
conter misturas de compostos fendlicos e flavonoides, que foram eficazes em capturar o

radical, contudo em relagdo aos demais padrdes foi bem menor (Figura 31).
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Figura 31. Inibicdo (Captura) do O2" (ICso pg/mL), pelos padrdes e extratos.
Analise estatistica, onde (a) representa a comparacéo vs elagico, (b) vs acido galico, (c)
Vs quercetina, (d) vs cafeico, (e) vs trolox, (f) vs extrato etandlico, (g) vs extrato aquoso;

letras diferentes denotam diferenca significativa, com p<0,05.
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Infante et al. (2016) também avaliaram a capacidade de captura do radical O,"
de diferentes espécies do género Eugenia, o que inclui o extrato etandlico 80% de
folhas, sementes e polpas dos frutos. Entre os dados analisados, nos extratos das polpas
dos frutos obtiveram os maiores 1Cso, 0 que demonstra baixa atividade para a captura
desta ERO. Por ordem decrescente os valores obtidos para os ICs, para a captura do O,
de cada espécie utilizada no estudo: 4,02 mg/mL para Eugenia myrcianthes, 2,67
mg/mL para Eugenia leitonii e o menor 1Csq 2,15 mg/mL para E. brasiliensis; um valor
2,78 vezes maior em relagdo ao 1Csoobtido pelo extrato aquoso deste estudo.

Em trabalho desenvolvido por Castro (2012), avaliou-se a capacidade de captura
do radical O, dos extratos aquoso e etandlico 80 % de E. brasiliensis e E. pyriformis,
sendo que o extrato aquoso de E. brasiliensis foi o mais eficiente na captura da espécie
reativa.

Wang e Jiao (2000) analisaram diferentes variedades do suco de V. macrocarpon
para avaliar a capacidade em capturar o O,”. Em uma quantidade de 0,1 mL de suco
desta espécie foram encontrados em porcentagem de inibicdo valores de
aproximadamente 60% para todas as variedades.

Lapshina et al. (2015) também avaliou a capacidade de captura do O,” de uma
extracdo para obtencdo de um extrato rico em flavonoides a partir de V. macrocarpon.

Este extrato foi efetivo na capacidade de captura do radical O, e obteve I1Cs, de 2,8
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ug/mL, valor 4,37 vezes menor do que o padrdo &cido elagico utilizado no presente

estudo.

4.9.3.Ensaio de captura do H,0,

O H,0, envolvido direta e indiretamente em processos oxidativos contribui no
desenvolvimento de diversas patologias. Sua atuagdo em tais processos se da
principalmente pela sua capacidade de transpor membranas e gerar o HO® (ALVES et
al. 2010). O H,0; é formado quando o O, recebe mais um elétron e dois prétons (ions
hidrogénio), por um processo espontaneo denominado dismutacdo ou catalisado, pela
superdxido dismutase. O H,O, também pode ser produzido pela redugdo bieletrdnica do
O, molecular, catalisada in vivo por diversas oxidases, tais como: Xxantina, urato,
glicose, coproporfirinogénio Ill, lisil, monoamina e D-aminodcidos, localizadas nos
peroxissomas (SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004; VASCONCELOS et al., 2007,
TORTORA; FUNKE; CASE, 2012;)..

Neste ensaio, nenhum dos extratos estudados até 30 mg/mL (imite de
solubilidade), assim como os padrdes, foram capazes de capturar H,O,. Para validar o
ensaio utilizou-se a catalase, uma enzima eficiente e especifica que catalisa a
decomposicdo do H,O, em &gua e oxigénio (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2010).
Com a finalidade de avaliar a eficiéncia da enzima (“atividade scavenging”) e
considerando a concentragdo do fabricante(expressa em 2950 unidades/mg de s6lidos),
preparou-se uma solucdo de 20 unidades/mL de catalase para realizagdo do ensaio.
Assumindo ainda que a massa de sdlido pesada estivesse pura, ou seja, somente a
presenca da enzima catalase e considerando a sua massa molecular de 240.000 Da
(BUDAVARI et al., 2006), pode-se converter o valor obtido do ICsy de 0,525 U/mL
para 0,177 ug/mL ou 73,82 nmol/L (Figura 37).

Os achados deste trabalho corroboram com os estudos realizados por Castro
(2012) para a espécie vegetal de E. brasiliensis.

Vissoto et al. (2013) avaliaram a atividade antioxidante frente ao H,O, do
extrato aquoso de diversas amostras vegetais, utilizando método diferente ao deste
trabalho. Entre as variedades vegetais, a Eugenia uniflora do mesmo género da planta
deste estudo apresentou capacidade em inibir o H,O; e obteve ICso de 467 pg/mL

Wang e Jiao (2000) analisaram diferentes variedades do suco de V. macrocarpon
para avaliar a capacidade em capturar o H,O,. Em uma quantidade de 0,1 mL de suco

desta espeécie foram encontrados em porcentagem de inibicdo valores de
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aproximadamente 60% para todas as variedades, valores similares aos encontrados no

ensaio de capturado O;".

Figura 32. Inibicdo (captura) do H;O, pela catalase, em tampédo fosfato de
potdssio 50 mmol/L, pH 6,6. L = 412nm. A figura inserida apresenta a média das

absorbancias do TNB na presenca de diferentes concentragdes de catalase.
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4.9.4. Determinagdo do poder de redugéo do ion férrico (FRAP)

Neste ensaio, a presenca de um potente antioxidante, causa a redugdo do
complexo de ferricianeto (Fe**) para a forma Fe®*, ocorrendo modificag&o da coloragdo
amarela para azul esverdeado, assim ocorrendo o0 aumento da absorbancia; onde quanto
maior a absorbancia maior o poder de reducéo do ferro (CHUNG et al., 2002).

Os resultados obtidos foram expressos em absorbancia; as concentragbes dos
extratos aquoso e etandlico de E. brasiliensis ou padrdes atingiram absorbancia méxima
de 2,0. As analises foram feitas em triplicata e os resultados sdo as médias das
concentragoes.

O poder redutor dos extratos e dos padrdes aumentou de forma constante com o
aumento das concentragdes. Nas Figuras 33 a 36 e na Tabela 9 estdo representados os
valores das concentragdes para o poder redutor do ion férrico, para os padrdes, cujos

valores em ordem crescente variaram de ~ 10,0 a 35 pg/mL: cafeico = gélico < elagico
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< quercetina < trolox e para os extratos de E. brasiliensis que variaram de ~ 900 a

1800 ug/mL: aquoso < etandlico.

Figura 33. Potencial redutor para o ion férrico pelos padres (pg/mL), em
tampé&o fosfato de sddio 0,2 M, pH 6,6. . = 700 nm. As figuras apresentam a média das
absorbancias do complexo azul da Prissia formado na presenca de diferentes
concentragdes da quercetina (A), acido elagico (B), &cido gélico (C), acido cafeico (D) e
trolox (E).
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Figura 34. Potencial redutor para o ion férrico pelos extratos aquoso e etandlico
de E. brasiliensis (ug/mL), em tampdo fosfato de sédio 0,2 M, pH 6,6. L =700 nm. As
figuras apresentam a média das absorbancias do complexo azul da Prdssia formado na

presenca de diferentes concentragdes dos extrato aquoso (A) e etandlico (B).
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Figura 35. Potencial redutor para o ion férrico pelos padrdes e extratos de E.
brasiliensis (ug/mL), em tamp&o fosfato de sddio 0,2 M, pH 6,6. » = 700 nm.
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De acordo com os resultados, foi possivel observar que os padrbes: acidos
cafeico, gélico, elagico e a quercetina apresentaram concentragdes baixas e proximas
entre si, demonstrando-se assim eficientes potenciais redutores do ion férrico. Em

relacdo aos extratos, a amostra extraida com &gua demonstrou melhor potencial na
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reducdo do ion férrico em relagdo & amostra extraida com etanol, porém o extrato
aquoso precisou de uma concentracdo 90 vezes maior e 0 extrato etandlico 150 vezes
maior para apresentar a mesma absorbancia dos padrdes acido cafeico e galico (Tabela
9).

Tabela 9. Comparagdo entre as concentragdes com absorbancias igual a 2,0 entre

extratos de E. brasiliensis e padrdes (pug/mL).

Absorbancia=2,0

Compostos (ng/mL)

Acido Cafeico 10,0
Acido Galico 10,0
Acido Elagico 16,0
Quercetina 16,0
Trolox 35,0
Extrato Aquoso 900,0

Extrato Etandlico 1500,0

Magina (2008) avaliou o potencial redutor do ion férrico de E. brasiliensis, E.
beaurepaireana e E. umbelliflora, para extratos e fragdes de folhas e caules, utilizando
meétodo semelhante ao realizado neste trabalho. Os resultados obtidos foram expressos
em mg equivalentes ao &cido ascorbico por grama de amostra, 0s quais apresentaram-se
maiores para oS extratos brutos das folhas e caule da espécie de E. beaurepaireana,
473,33 e 625,66 mg de acido ascorbico/g de extrato, respectivamente, a E. umbelliflora,
apresentou valores menores. Para o0s extratos brutos das folhas e caule de E.
brasiliensis, os valores encontrados foram 318,33 e 544,33 mg de &cido ascorbico/g de
extrato, respectivamente. Nesta espécie as fracbes mais ativas forama de acetato de
etila, para as folhas, e a fracdo aquosa, para o caule, com valores de 834,99 e 1595,66
mg de &cido ascérbico/g de extrato das fragdes, respectivamente.

N&o foram encontrado relatos na literatura destas andlises para o fruto de E.
brasiliensis .

Koksal et al. (2011) utilizou o mesmo método deste trabalho para avaliar o
potencial redutor do ion férrico dos extratos aquoso e etandlico as folhas da espécie de

Melissa officinalis. Considerando a absorbancia, a 700 nm, versus uma concentracéo
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fixa de 30 pg/mL, observaram melhor potencial redutor do ion férrico para o extrato
aquoso em relagdo ao extrato etandlico das folhas. A determinacdo do poder de reducdo
de Fe®* é frequentemente usado como indicador de atividade de doacgdo de elétrons, uma
vez que é um importante mecanismo de acdo antioxidante dos compostos fenolicos
(BUYUKOKUROGLUet al., 2001; DORMAN et al.,2003). Rufino et al. (2010)
observaram em E. pyriformis, 38,4 uM Fe,SO./g de peso fresco, mesmo género da

espécie vegetal estudada neste trabalho.

4.9.5. Ensaio do clareamento (bleaching) da crocina: captura para ROO’

Esse ensaio também é conhecido como ORAC (Oxygen radical absorbance
capacity). O radical peroxila (ROO") pode oxidar tanto lipideos quanto fosfolipideos das
membranas celulares. A lipoperoxidacdo (LPO), quando ocorre de maneira
descontrolada, ocasiona danos na organizagdo das membranas e perda de sua
funcionalidade. A participacdo da LPO tem sido postulada na etiologia de muitas
doencas e também na degradacio de produtos alimenticios (LUCIO, et al., 2009;
HRADKOVA, et al., 2013; SHICHIRI, 2014). Este ensaio vem sendo mais utilizado
recentemente estudo de estrutura-atividade de flavonoides, compostos fendlicos e
derivados (ORDOUNI et al, 2011).

A capacidade de inibir o clareamento da crocina pelos padrdes e extratos de E.

brasiliensis estdo apresentadas nas Figuras 36 e 37.
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Figura 36. Representacdo entre as razOes das velocidades (Vo/V) e das

concentragdes ([A]J/[C]), no ensaio de clareamento da crocina com da quercetina (A),

acido elagico (B), &cido gélico (C), &cido cafeico (D) e trolox (E).
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Nota: Vo = velocidade na auséncia de padrdes; V = velocidade na presenca de padrdes; [C] =
concentragdo de crocina constante (25pmol/L ou 24,4 pug/mL) e [A] = concentra¢do de padrdes. O
grafico inserido representa a queda de absorbancia, a 443 nm, da crocina, em fun¢do do tempo, na
auséncia (Vo) e na presenca (V) de padrdes (ug/mL).
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Figura 37. Representagdo entre as razdes das velocidades (Vo/V) e das
concentracdes ([A)/[C]), no ensaio de clareamento da crocina com 0s extrato agquoso

(A) e etandlico (B) de E. brasiliensis.
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Nota: V, = velocidade na auséncia dos extratos; V = velocidade na presenca dos extratos; [C] =
concentragdo de crocina constante (25umol/L ou 24,4 pg/mL) e [A] = concentragdo dos extratos.
O gréfico inserido representa a queda de absorbancia, a 443 nm, da crocina, em fung¢do do tempo,
na auséncia (Vo) e na presenca (V) dos extratos (jig/mL).

Foi obtido também para o ensaio de clareamento da crocina 0s respectivos
valores de ICso para 0s mesmos extratos e padrOes, utilizando-se os valores de
porcentagem de inibi¢do (ICsp) do clareamento da crocina em relagdo ao ensaio sem
amostra (LUSSIGNOLI et al., 1999).

De acordo com a equagdo de competicdo cinética, foi calculado o valor de
equivalentes de Trolox para cada extrato da amostra vegetal e também para os padrdes

(Tabela 10).
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Tabela 10. Equacdo de competi¢do cinética, comparacdo entre valores de ICsq €
coeficiente angular, para o ensaio de clareamento da crocina entre os extratos de E.

brasiliensis e padroes.

Equagéo de Competicédo Equivalentes Inclinacdo da
Compostos Cinética de Regressao I1Cs
Trolox* Linear (ng/mL)
y=Vo/V; x=[AJ/[C]; (r)

Quercetina y=1+20,69x (0,998) 2,52 20,69 1,35
Acido Galico y=1+17,12x (0,997) 2,1 17,12 1,41
Acido Elagico y=1+16,85x (0,995) 2,06 16,85 1,68
Acido Cafeico y=1+16,14x (0,997) 1,97 16,14 1,7

Trolox y=1+8,18x (0,997) 1,00 8,18 2,89
Extrato Aquoso y=1+0,217x (0,999) 0,03 0,217 120,34
Extrato Etandlico y=1+0,167x (0,999) 0,02 0,167 144,59

*As analises foram realizadas conforme descrito em Materiais e Métodos, onde y=v0/v; x=[AJ/[C]. A

inclinagdo da regressdo linear indica a capacidade antioxidante relativa da amostra (ka/ kc).

Naturalmente, os valores de ICso encontrados para os padrdes e extratos seguem
a mesma ordem de eficiéncia dos valores que foram encontrados para o coeficiente
angular obtido na anélise de competi¢do para cada composto. Portanto, quanto menor o
valor do ICsp, mais eficiente é a amostra, enquanto que para a inclinagéo da regressdo
linear, quanto maior o valor, mais eficiente é a acdo antioxidante.

Para o0 ensaio da captura da espécie reativa ROO" os padrdes utilizados no estudo
apresentaram os valores de ICsy baixos e bem proximos entre si. Entre as amostras, 0s
valores de ICsy aparecem proximos apresentando-se bons antioxidantes, porém a
amostra extraida com &gua demonstrou ser mais eficiente quando comparada a amostra
extraida com etanol.

Apesar do extrato aquoso apresentar 1Cso cerca 80 vezes maior que a
concentragdo efetiva de quercetina, pode-se considerar que a concentracdo necessaria
para capturar 50 % dos radicais ROO- foi efetiva, protegendo a crocina e impedindo seu
clareamento. Por este método in vitro que simula o processo de lipoperoxidagdo no
organismo, foi possivel comprovar a eficicia dos extratos em capturar esta espécie
reativa radicalar.

Castro (2012) avaliou o0 ensaio do clareamento da crocina para extratos aquoso

etandlico 80% em diversas frutas, entre elas duas do géneros de Eugenia. O extrato
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aquoso utilizado em seu estudo apresentou-se mais efetivo do que o extrato etandlico
80%, apresentando-se mais efetivo também do que o extrato aquoso de E. pyriformis

Infante et al. (2016) avaliaram a capacidade de captura do radical peroxila
através da capacidade de absorcdo dos radicais oxigenados (ORAC). Este ensaio
monitorou a agdo antioxidante do extrato etandlico através do decaimento da
fluorescénciada fluoresceina pela sua oxidagdo com ROQO". O extrato das folhas de E.
involucrata apresentou o maior valor (1.393,3 umol equivalentes a trolox/g) e o menor
valor para as sementes de Eugenia myrcianthes (96,24 pumol equivalentes a trolox/g).
Para E. brasiliensis valores em ordem decrescente foram 757,32; 477,45 ¢ 211,84 pumol
equivalentes a trolox/g, encontrados nas folhas, polpa e sementes, respectivamente. Para
0 ICso do extrato etandlico o resultado obtido neste trabalho, este mostrou-se uma
equivaléncia 50 vezes maior que trolox para 0 mesmo teste

Prieto e Véazquez (2014) avaliaram trés tipos de extratos de sementes de C.
arabica, metandlico e aquoso, quanto & sua capacidade em proteger a crocina para nao
sofrer o processo de clareamento. Em média, na concentracdo de 100,0 pg/mL, os
extratos aquoso e metanolico foram capazes de proteger a crocina em 50 % dos radicais
ROO’ (ICso). Este resultado é similar ao obtido neste trabalho para os extratos de E.
brasiliensis.

Zheng e Wang (2000) avaliaram a capacidade de captura do radical peroxila
através da capacidade de absorcéo dos radicais oxigenados (ORAC) de V. macrocarpon.
Para esta espécie o valor encontrado foi 18,5 umol equivalentes a trolox/g, valor esse
11,45 vezes menor do que o encontrado nas sementes de E. brasiliensis (211,84 umol

equivalentes a trolox/g) em trabalho supracitado de Infante et al. (2016).

4.9.6. Ensaio de captura para NO’

As ERN, biologicamente, possuem o ¢éxido nitrico como fonte priméaria. O NO
(6xido nitrico) é sintetizado pela enzima Oxido nitrico sintetase (NOS) através da
oxidacdo da L-arginina na presenca de oxigénio, em nivel endotelial ou acdo de
fagocitos em processos inflamatdrios. S&o trés as principais isoformas de NOS:
neuronal (nNOS), endotelial (eNOS) e induzida (iNOS), com diferentes expressdes e
atividades (MONCADA et al, 1991; KISS, 2000; ESTEVEZ; JORDAN, 2002;
LEONG et al., 2002; KOHEN, NYSKA, 2002; BARREIROS, DAVID, DAVID, 2006).
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Nenhum dos extratos estudados assim como o &cido eldgico foram capazes de

capturar NO™ até 30 mg/mL. Os resultados deste ensaio também foram expressos via o

1Cso.

Na Figura 38, observa-se os respectivos 1Cso (ug/mL) para a captura do NO',

para os padrdes, cujos valores estdo em ordem crescente do 1Cse: 11,7 quercetina; 515,5

galico; 606,3 cafeico; 620,8 trolox, portanto decrescente para o potencial antioxidante

frente ao

NO".

Figura 38. Inibicdo (captura) de NO* (ICsp pg/mL), pela quercetina, acidos

galico, cafeico e trolox em tampao fosfato de sédio 20 mmol/L, pH 7,4. A =540 nm. A

figura inserida apresenta a média das absorbancias de nitrito formado na presenca de

diferentes concentragdes da quercetina (A), &cido gélico (B), acido cafeico (C) e trolox
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O padréo quercetina apresentou valor menor de 1Cso, com eficiéncia excelente
na captura do NO'. Os padrdes acido cafeico, trolox e acido galico, apresentaram
resultados de 1Cso maiores para este ensaio e demonstraram similaridade entre si.

Castro (2012) avaliou a atividade de captura e comparando com os demais
extratos analisou que, o extrato etandlico e o extrato aquoso da fruta de E. brasiliensis
foram os que apresentaram as maiores capacidades antioxidantes frente ao radical 6xido
nitrico, obtendo os valores 32 e 30% de porcentagem de inibig&o, respectivamente.

Né&o foram encontrados outros relatos na literatura da atividade antioxidante da
espécie vegetal E. brasiliensis pelo ensaio de captura de 6xido nitrico.

Conforti et al. (2011) avaliaram a atividade de captura de 6xido nitrico de 18
espécies diferentes de plantas, normalmente consumidas no sul da Italia. Os valores
obtidos para a captura deste radical foram ICso entre 51 e 604 pg/mL, demonstrando
excelente atividade quando em comparagdo aos valores dos padrfes obtidos neste
estudo, lembrando que, os padrdes utilizados sdo substancias puras.

Lapshina et al. (2015) também avaliou a capacidade de captura de Oxido
nitricode um extrato rico em flavondides a partir de V. macrocarpon. Este extrato foi
efetivo na capacidade de captura deste radicale obteve ICso de 4,4 pug/mL, valor 2,65

vezes menos do que o padréo de quercetina utilizado neste estudo.

4.9.7.Ensaio de captura para HOCI/OCI

O acido hipocloroso (HOCI, pKa = 7,6) ou OCI’, € um potente agente oxidante
gerado em leucdcitos polimorfo nucleares neutrofilos, pela reacdo entre ions cloreto (CI
) e peroxido de hidrogénio, catalisada pela mileoperoxidase (MPO). A produgéo de
HOCI/OCI nesse sistema constitui um importante mecanismo de defesa celular contra
micro-organismos. Entretanto, a produgdo excessiva dessa ERO pode causar danos
tissulares, contribuindo para o desenvolvimento de doengas como aterosclerose e cancer
(WINTERBOURN; VISSERS; KHALIL, 2005; ALVES et al., 2010; KLEBANOFF et
al., 2013)

Para esta andlise também foram utilizados os mesmos padrdes. E tanto os
padrdes quanto os extratos testados, capturaram o &cido hipocloroso, sendo possivel
calcular os respectivos valores de ICs.

Nas Figuras 39 a 41 estdo apresentados os respectivos 1Cso para a captura do
HOCI/OCI', para os padrGes, cujos valores em ordem crescente do 1Cso variaram de

~0,3 até 1,92 pg/mL: quercetina < eldgico < galico < cafeico < trolox e para os extratos
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de E. brasiliensis que variaram de ~ 10 até 31 pg/mL: etan6lico < aquoso, portanto

decrescente para o potencial antioxidante frente ao HOCI/OCI

Figura 39. Inibicdo (captura) do HOCI/OCI'(ICso pg/mL), pelos padrbes, em

tampé&o fosfato de sddio 50 mmol/L, pH 7,4. A = 652 nm. A figura inserida apresenta a

média das absorbancias de TMB oxidado na presenca de diferentes concentracbes da

quercetina (A), acido elégico (B), acido galico (C), &cido cafeico (D) e trolox (E).
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Figura 40. Inibi¢do (captura) do HOCI/OCI" (ICsp pg/mL), pelos extratos aquoso
e etandlico de E. brasiliensis, em tampao fosfato de sddio 50 mmol/L, pH 7,4. A = 652
nm. A figura inserida apresenta a média das absorbancias de TMB oxidado na presenca

de diferentes concentragdes dos extrato aquoso (A) e etandlico (B).
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Figura 41. Inibicdo (captura) do HOCI/OCI" (ICso pg/mL),pelos extratos e
padrdes. Andlise estatistica, onde a representa a comparacao vs quercetina, b vs acido
eldgico, c vs é&cido galico, d vs cafeico, e vs trolox, f vs extrato etandlico, g vs extrato

aquoso, onde letras diferentes denotam diferenca significativa, de p<0,05.
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Os padrbes quercetina, acido eldgico e galico apresentaram valores de ICsp
baixos e proximos entre si, com eficiéncia excelente na captura do HOCI/OCI" . O

extrato etandlico demonstrou melhor atividade na captura do HOCI/OCI* em relagdo a

102



amostra vegetal extraida com &gua, em relagdo a quercetina, o extrato etandlico
apresentou valor de 1Csq foi 35 vezes maior.

Infante et al. (2016) analisaram os extratos etandlico 80 % de algumas espécies
do género Eugenia para avaliar a atividade antioxidante frente ao HOCI e apresenta que
0s extratos etandlico de folhas E. Involucrata e sementes de E. leitonii apresentaram as
maiores eficiéncias na captura do HOCI com 1Csy de 13,84 pg/mL e 18,14 pg/mL,
respectivamente. E E. brasilisensis apresentou 1Cs, para o extrato da polpa do fruto de
42,67 pg/mL, valor de ICsq similar ao encontrado no extrato da folha (45,81 pg/mL).
Valor este, também, proximo ao encontrado no ICsy do extrato aquoso presente neste
trabalho (30,58 pg/mL).

Castro (2012) também avaliou a atividade antioxidante de captura do HOCI de
E. brasiliensis e com relagdo ao extrato aquoso a E. pyriformis apresentou menor
quantidade de extrato necessaria para inibir 50% da atividade do acido hipocloroso. J&
com relacdo ao extrato etandlico a E. brasiliensis e a E. pyriformis mostraram-se mais
eficiente, ambas tiveram valores proximos de ICsp.

Nenhum outro relato da literatura foi encontrado relacionado a capacidade em

capturar o HOCI por extratos de V. macrocarpon, que utilizam este ou outro método.

4.9.8.Ensaio de captura para TauCl

A taurina é o aminodcido ndo-essencial mais abundante em mamiferos e tem
muitas func¢des fisioldgicas no sistema nervoso, cardiovascular, renal, enddcrino, e nos
sistemas imunoldgicos. Na inflamagdo, a taurina em fagocitos é halogenada e
convertida em TauCl, em neutrofilos ativados, onde é produzida pela reacdo com
hipoclorito (OCI") gerado pelo sistema de H,O/CI" mieloperoxidase-dependente (KIM,
CHA, 2013).

Nas Figuras 42 a 44 estdo apresentados os respectivos 1Csp para a captura da
TauCl, para os padrdes, cujos valores em ordem crescente do 1Cso variaram de ~1,4 até
2,8 ug/mL: galico < cafeico < trolox < quercetina e para os extratos de E. brasiliensis
que variaram de ~ 270 até 637 pg/mL: etan6lico < aquoso, portanto decrescente para o

potencial antioxidante frente a TauCl.
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Figura 42. Inibigéo (captura) de TauCl (1Cso pg/mL), pelos padrdes, em tampéo
fosfato de sddio 50 mmol/L, pH 7,4. L = 652 nm. A figura inserida apresenta a media

das absorbancias de TMB oxidado na presenca de diferentes concentragbes da
quercetina (A), acido galico (B), &cido cafeico (C) e trolox (D).
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Figura 43. Inibicdo (captura) de TauCl (ICsp pg/mL), pelo extrato aquoso e
etandlico de E. brasiliensis, em tampdo fosfato de sddio 50 mmol/L, pH 7,4. & = 652
nm. A figura inserida apresenta a média das absorbancias de TMB oxidado na presenca

de diferentes concentragdes dos extrato aquoso (A) e etandlico (B).
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Figura 44. Inibicdo (captura) da TauCl pelos extratos e padrdes. Anlise
estatistica, onde a representa a comparacdo vs acido galico, b vs &cido cafeico, ¢ vs
trolox, d vs quercetina, e vs extrato etandlico, f vs extrato aquoso, onde letras diferentes

denotam diferenca significativa, de p<0,05.
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Os padrbes de acido galico e cafeico apresentaram valores de 1Cso proximos

entre si, seguidos dos padrdes trolox e quercetina A amostra extraida com etanol

105



também demonstrou maior atividade captura deste radical em relagdo a amostra vegetal
extraida com agua.

Neste ensaio, a atividade antioxidante da amostra dependeu de sua capacidade
em capturar a TauCl, prevenindo a oxidagdo do 3,3’,5,5’-tetrametilbenzidina (TMB), 0
qual, nesta condicdo, apresenta coloracdo azul. Porém neste ensaio o &cido eldgico
apresentou aumento absorbéancia, tornando a cor azul mais escura, demonstrando assim
atividade pré-oxidante. As substancias prd-oxidantes, podendo ser endobioticas ou
xenobidticas, induzem o estresse oxidativo tanto pelo aumento na geracdo de ERO
quanto pela inibicdo dos sistemas antioxidantes. Podem ser farmacos, metais de
transicdo, pesticidas e vitaminas como o cido ascorbico. A estrutura dessas moléculas
também influencia na atividade pro-oxidante, por exemplo, quanto mais substituicdes
hidroxilas apresentar, maior seré a sua atividade (RAHAL et. al, 2014).

Né&o foram encontrados relatos na literatura sobre a atividade antioxidante frente

a TauCl de extratos ou produtos obtidos a partir da E. brasiliensis ou V. macrocarpon.

4.10. Avaliacao do potencial citotoxico

Durante o processo de inflamacdo ha o recrutamento de células inflamatdrias,
como neutrofilos, mondcitos, macréfagos e linfécitos. Estas células promovem
liberacdo de mediatores citotdxicos, inflamatdrios e quimiotaticos que, em conjunto,
agem para conter, destruir e remover 0s agentes invasores e patégenos (MEDZHITOV,
2010; OKIN; MEDZHITQV, 2012).

As células foram tratadas com diferentes concentracdes dos extratos, escolhidas
baseando-se nas concentragdes utilizadas nos ensaios de atividade antimicrobiana que
variaram até 1mg/mL.

Segundo Dias et al. (2009) é considerado toxica a concentragdo que possa obter
uma resposta citotoxica < 50%. Portanto, para nenhuma das linhagens analisadas neste
estudo E. brasiliensis apresentou citotoxicidade, ou seja ndo provocaram morte de 50%
das células em nenhuma das concentracdes testadas.

A viabilidade celular apresentou-se acima de 100% para linfocitos e macréfagos,
assim, considera-se que o0s extratos de E. brasiliensis auxiliaram na proliferagdo dessas
células.

Este auxilio na proliferacdo de macrofagos é importante, pois macréfagos
ativados, a partir do contato com lipopolissacarideos de parede de bactérias Gram-

negativas ou fatores internos como interferon gama, produzidos por linfocitos T;
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aumentam a capacidade de liberar mediadores pro-inflamatdrios e citotoxicos como
intermediérios do oxigénio e nitrogénio, enzimas hidroliticas e citocinas as quais podem
agir na destruicdo de antigenos (MONCADA et. al., 1991). Estes dados séo importantes,
pois fornecem informagBes de seguranca quanto a aplicagdo desses extratos como
possiveis agentes terapéuticos promissores no tratamento de doengas inflamatérias
cronicas, tal como a ITU.

A linhagem celular VERO consiste em células originérias de rim de macaco
verde africano (RHIM et al., 1962; . SASAKI et al., 1964). Essa célula é umas das
poucas, na atualidade, aprovadas para uso em producdo de vacinas pela Organizagéo
Mundial da Saide (OMS), o que a torna um excelente modelo de pesquisas para o
desenvolvimento de novas vacinas (KENNY, SCHELL, 1975, MENDES et al., 1990).

As linhagens de célula VERO foram submetidas as mesmas condicdes de teste e
foi observado que ndo houve morte celular em nenhuma das concentragfes testadas,
pois apresentaram viabilidade > 50%.

Nas Figuras 50 a 52 estdo representados os perfis concentracdo-resposta para as
linhagens de Macrofagos e Linfocitos obtidos de camundongos, e linhagem de célula
VERO.
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Figura 45. Determinagdo da viabilidade celular em Macréfago dada em
porcentagem.
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Nota: Todos os resultados estdo expressos como média de cinco experimentos independentes em triplicata
+ desvio padrdo (M * DP), analisados por Two-Way ANOVA com p6s-teste de multiplas comparacdes
de Sidak. N&do houveram diferencas significativas.

Figura 46. Determinacdo da viabilidade celular em Linfécito dada em

porcentagem.
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Nota: Todos os resultados estdo expressos como média de cinco experimentos independentes em triplicata
+ desvio padrdo (M * DP), analisados por Two-Way ANOVA com pos-teste de mualtiplas comparacdes
de Sidak (**: p<0,01; ***: p<0,001; ****: p<0,0001, diferenca apresentada entre os extratos).
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Figura 47. Determinacdo da viabilidade celular em VERO dada em

porcentagem.
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Nota: Todos os resultados estdo expressos como média de trés experimentos independentes em triplicata
+ desvio padrdo (M * DP), analisados por Two-Way ANOVA com pos-teste de maltiplas comparacdes
de Sidak. N&do houveram diferengas significativas.

N&o foram encontrados outros relatos na literatura sobre a avaliacdo de
citotoxicidade de extratos ou produtos obtidos a partir de E. brasiliensis .

Raheel et al. (2013) avaliou a citotoxicidade de extratos aquoso de diferentes
partes de Acacia nilotica (Linn) Delile em linhagem de célula VERO, também pelo
método de MTT. Os extratos aquosos da vagem, folha e casca foram testados nas
concentragdes de 1,56; 3; 125; 6,25; 12,5; 25; 50; 100 e 200 pg/mL. A analise citotdxica
revelou que as concentracBes para as vagens e folhas ndo se apresentaram tdxicas para
as células entre as concentracfes de 1,56 a 100 pg/mL. Para os extratos aquosos da
casca as concentrages que ndo apresentaram citotoxicidade foram menores (1,56 a 25
pg/mkL).

Lazarini et al. (2016) utilizou o método de MTT em extrato hidroetandlico 80%
de semente de Eugenia leitonii para avaliagdo de citotoxicidade em linhagem de células
de magréfagos RAW 264.7. O extrato foi testado nas concentragBes 0,02; 0,2; 2; 20;
200 pug/mL, e pode-se observar auséncia de citotoxicidade para os macrofagos nas

concentracdes utilizadas.
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Tipton et al. (2013) avaliou a citotoxicidade em linhagem celular de epitélios da
gengiva (Smulow-Glickman) e para a realizagéo do trabalho utilizou concentragdes 1,
5, 10, 25, 50, 100, 250, 500 pg/mL do suco de Vaccinium macrocarpon liofilizado de
alto peso molecular, durante os tempos de 24, 48, 72, 144 horas. O liofilizado promoveu
a morte celular nas concentragcdes mais altas testadas (250 ¢ 500 pug/mL), apds todos 0s

tempos utilizados no estudo.

5. CONCLUSOES

Foi avaliado dois extratos de Eugenia brasiliensis Lam. em relagéo as atividades
antimicrobiana, antioxidante, aos seus parametros do perfil fitoquimico e citotoxicidade
em células ndo tumorais.

Nestes extratos foi observado a presenca de compostos fendlicos, flavonoides,
antocianinas, agucares em testes fitoquimicos qualitativos e identificacdo de taninos.

Os cromatogramas obtidos utilizando CLAE-DAD, para obtengéo de fingerprint
dos extratos apresentaram semelhangas em seus perfis, tanto no tempo de retengdo
como nos espectros no UV. Nesta andlise constatou-se caracteristicas de compostos
fendlicos e flavondides, confirmando o que foi encontrado nas determinagdes
fitoquimicas e em trabalhos anteriores com a E. brasiliensis. Contudo, os padrdes
utilizados ndo foram encontrados nos extratos, mesmo apds co-injecao.

As andlises antimicrobianas demonstraram que 0s extratos aquoso e etandlico
ndo apresentaram atividade frente E. coli. O extrato aquoso apresentou atividade apenas
contra S. aureus e 0 extrato etan6lico mostrou-se efetivo ao apresentar atividade contra
S. aureus e para as 5 cepas clinicas de S. saprophyticus.Para as cepas flingicas estudadas
de C. albicans apenas o extrato etanolico apresentou atividade antifingica.

Para os ensaios antioxidantes sobre as espécies reativas de oxigénio: O,", ROO®,
NO’, HOCI/OCI, TauCl e para 0 ABTS e o potencial redutor para o ion férrico,
observou-se que os padrdes, como esperado, foram mais eficientes que 0s extratos, pois
comparou-se compostos puros com extratos constituidos de misturas heterogéneas. Nos
ensaios realizados os padrdes mais eficientes foram o &cido elagico, &cido gélico, &cido
cafeico e quercetina. Porém para o ensaio de captura da TauCl o padréo &cido elégico
apresentou-se como prd-oxidante e para o ensaio de captura do NO® o mesmo padrdo
ndo foi capaz da captura desta espécie. Para o ensaio de captura do H,0O,, 0s extratos e

padrdes utilizados ndo apresentaram atividade.
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De maneira geral, 0s extratos aquoso e etandlico apresentaram boa atividade
antioxidante sobre as espécies reativas avaliadas, com excecdo do NO' e H,0,,
capturado apenas pela enzima responsével pela sua neutralizacéo.

Quanto ao potencial citotdxico, os extratos de E. brasiliensis ndo apresentaram
citotoxicidade diante das linhagens celulares de macrofagos, linfocitos e VERO, pois
ndo foi observado morte celular em nenhuma das concentragdes testadas.

Considerando os efeitos antioxidantes e antimicrobianos, e auséncia de
citotoxicidade dos extratos do fruto de E. brasiliensis observados neste trabalho torna-se
importante estudos ulteriores para isolamento e identificagdo dos compostos

responsaveis por tais efeitos.
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ABSTRACT

Eugenia brasiliensis is known as “Brazilian berry”; literature has few reports
demonstrating its biologic activity. The aim of this study was to evaluate the
phytochemical composition, the antimicrobial and antioxidant activities, as well as the
cytotoxicity potential of the aqueous and ethanolic extracts of the fruit pulps of Eugenia
brasiliensis. Both extracts showed high concentrations of phenolic compounds and
sugar. The ethanolic extract had antimicrobial activity against Staphylococcus aureus,
Staphylococcus saprophyticus and Candida albicans ATCC18804, while the aqueous
extract only against Staphylococcus aureus. About the antioxidant activity, the ethanolic
extract showed greater efficiency for the capture of O,", ABTS™, HOCI/OCI" and
TauCl, while the aqueous extract was more efficient in scavenging ROO* and-potential
reducing of ferric ion. E. brasiliensis extracts showed no cytotoxicity against
macrophages, lymphocytes and VERO cells. The results suggest that Eugenia
brasiliensis fruits can be useful as supplement or functional food with beneficial effects
for health.

Keywords: Eugenia brasiliensis, phenolics, flavonoids, antimicrobial activity,

antioxidant activity, cytotoxicity potential.
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1. INTRODUCTION

The excess of reactive oxygen and nitrogen species (ROS and RNS) in the body
is counteracted by both endogenous and exogenous antioxidants. Consumption of
antioxidants found in vegetables is associated with decreased cell damage, therefore
preventing oxidative stress. The metabolic disorders frequently observed in association
with oxidative stress are often related with cardiovascular diseases, cancer and chronic
neurodegenerative diseases (Baynes, Dominiczak, 2015).

There is a growing interest in investigating the biological activities of vegetables
components and derivatives. In addition to the nutritional properties, fruits consumption
has been recommended due to of the beneficial effects of their components, including
antioxidant, anti-inflammatory and antimicrobial properties (Ezzatzadeh et al., 2012).
Alkaloids, terpenes, phenolics, cyanogenic glycosides are examples of natural
compounds responsible for the biological properties of vegetables, while vitamins C and
E, tannins, flavonoids and other phenolic compounds account for the antioxidant
activity of vegetables (Simdes et al., 2010).

In this context, it is anemergent trend the discovery of new antimicrobial agents
derived from natural products, acting against a range of infectious agents. Several plants
have shown remarkable in vitro and in vivo antimicrobial activities, thus justifying the
intense search in traditional medicine focused on antimicrobial characterization of
plants (Diaz et al., 2010).

Eugenia brasiliensis Lam. belonging to Eugenia, one of the largest genus of the
Myrtaceae family, is commonly known as “grumixama” or “Brazilian berry”,
possessing antioxidant potential and antimicrobial uses. Previous studies found in E.
brasiliensis several phenolic compounds (Silva et al., 2014); in fruits it were identified
carotenoids, oxygenated sesquiterpene, anthocyanins (delphinidin-3-glucoside and
cyanidin-3-glucoside), ursolic acid, flavonoids (myricetin, rutin, quercetin and
kaempferol) and hydrolysable tannins (Reynertson et al., 2008; Silva et al., 2014,
Teixeira et al.; 2015). In the essential oils of E. brasiliensis leaves it were found a- and
B-pinene, a- and B-selinene, B-caryophyllene, spathulenol and T-cadinol (Moreno et al.,
2007 ). It has been demonstrated that the ethanolic extract of E. brasiliensis fruit pulp
has antioxidant activity, scavenging some reactive species (Siebert et al., 2014; Infante

et al., 2016). In addition, E. brasiliensis preparations have anti-cholinesterase, anti-
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inflammatory, antimicrobial and antioxidant activities (Pietrovski et al., 2008; Magima,
et al., 2009; Siebert et al., 2014; Infante et al., 2016).

Although thereare some studies describing the pharmacological properties of
Eugenia genus, studies are missing about the pharmacological potential of the fruit of
the brazilian species of Eugenia brasiliensis.

The objective of this study was to determine the antioxidant, antimicrobial and
cytotoxic potentials of the aqueous and ethanolic extracts obtained from the freeze-dried

fruit pulps of E. brasiliensis.

2. Material and methods

2.1.Plant material

Freeze-dried fruit pulps of Eugenia brasiliensis Lam. were commercially
obtained from Bello - Native Fruits, Paraibuna, Sao Paulo (Latitude 23 ° 23'10 "S and
Longitude 45 ° 39'44 " O). The frozen fruit pulps are a blend of two varieties composed

of 70% purple or red variety and 30% yellow variety.

2.2.Preparation of the extracts

The lyophilized pulp (1.0 g) was added to 10 mL ultrapure water and ethanol.
Extractions were realized in an ultrasonic bath for 20 min at 40° C, this procedure was
repeated three times. Aqueous and ethanolic extractive solutions were filtered through
Whatman filter paper n°® 6 under vacuum and stored at -18° C. The extractive solutions
were lyophilized yielding the aqueous and ethanolic dried extracts that were stored at -
18 ° C.

2.3.Determination of total phenolic and total flavonoid content

Total phenolic contents (TPC) were measured according to Singleton et al.
(1999), absorbance was measured at 750 nm, and the results were expressed as mg of
gallic acid equivalent (GAE) per g of dry extract.

Total flavonoid content (TFC) was measured using Chang et al. (2002) assay,
with slight modifications. The solutions of the extracts were added to an aqueous

solution of sodium nitrite (5% w/v). After 6 min kept at room temperature and protected
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from light, an ethanolic solution of AICI3.6H,0 (10% w/v) was added and the mixtures
were kept for 5 min at room temperature in the dark. After, an aqueous solution of
sodium hydroxide (1 mol/L) was added and the absorbance was measured at 425 nm.

Results were expressed in mg of quercetin equivalents per g of dry extract.

2.4. Determination of total anthocyanin content

Total anthocyanin content was determined by the pH-differential method of Lee
et al. (2005).The pigment concentration was calculated using the molar absorptivity of
cyaniding-3-glucoside (¢ = 26.900 mol/L) and expressed as milligrams of cyaniding-3-

glucoside (C3G) equivalents per g of dry extract.

2.5. Use of Dinitrosalicylic Acid Reagent for Determination of Reducing Sugar

The total sugars were determined using the reducing property of sugars on the
3.5-dinitrosalicylic acid (DNS) according to Miller (1959). For quantification of non-
reducing sugars, the same methodology was used after hydrolysis of the sample in an
acid medium. The results were expressed as mg of total sugars glucose equivalents per

100 g of dry extract.

2.6. Identification of tannins

The tannins identification is based on precipitation and colorimetric tests. The
freeze-dried pulp (crude extract) were solubilized in water (0.05 g/mL), and kept under
boiling for 15 min, and further submitted to identification tests.

For the precipitation tests, the first reaction was performed adding a few drops of
dilute hydrochloric acid and gelatin test solution (2.5% w/v) to the crude extract.

The second reaction was realized adding a drop of hydrochloric acid (10% v/v)
and 15 drops of quinine sulfate solution (0.1% wi/v) in sulfuric acid (0.1 mol/L) to the
crude extract. Finally, the reaction with lead acetate was performed by adding solutions
of acetic acid (10% v/v) and lead acetate (10% w/v) to the to the extract solutions
(Costa, 2001).

The colorimetric reaction test was performed using the reaction with iron salts.

A ferric chloride solution (methanol, 2% w/v) was added to the extract solutions.
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Positive reactions: blue color for hydrolysable tannins or green color for condensed
tannins (Costa, 2001).

2.7. Evaluation of antimicrobial potencial
2.7.1.Microorganisms

The microorganisms were provided by the Microbiology Laboratory, Faculty of
Medicine of Sao Jose do Rio Preto (FAMERP).We employed the following strains: one
strain from the American Type Culture Collection for Escherichia coli ATCC 25922
and ten clinical isolates (ECC 1, ECC 2, ECC 3, ECC 4, ECC 5, ECC 6, ECC 7, ECC 8§,
ECC 9, ECC 10); Staphylococcus aureus ATCC 25923; five clinical isolates from
Staphylococcus saprophyticus(SSC1, SSC2, SSC3, SSC4 e SSC5); and three strains
from Candida albicans ATCC 18804 (sensitive to fluconazole), ATCC 5314 (resistant
to fluconazole) and CAV5 (resistant clinical isolated strain of vaginal region), which
made a donation of these strains to the Laboratory of Physiology of Microorganisms,
FCFAr/UNESP, under the coordination of Prof. Dr. Maria Tais Bauab. The use of these
strains was approved by the Human Research Ethics Committee CEP-FAMERP.

The bacteria was maintained on Mueller Hinton broth plus 20% glycerol and
frozen at -20°C. For use, they were subcultured on Mueller Hinton broth and incubated
at 37°C for 24 hours. The yeast were maintained on Sabouraud dextrose broth plus 20%
glycerol and frozen at -20°C. For use, they were subcultured in 2 mL of Sabouraud

dextrose broth and incubated at 37°C for 48 hours.

2.7.2. Determination of the minimum inhibitory concentration (MIC)

The MIC determination was performed by the dilution in microplate technique
with modifications to bacterial strains (CLSI, 2006) and fungi strains (CLSI, 2008). The
aqueous solutions of the extracts (100 pL) were added at concentrations ranging from
1000 to 7.8 pg/mL (serial dilution).

In the antibacterial assays, cultures incubated for 24 hours were adjusted to 10°
cells/mL, and for antifungal assays, yeast cultures incubated for 48 hours were adjusted
to 10° cells/mL. After standardization of the microorganisms, each was deposited in the

microplate containing the respective compounds evaluated.
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The ampicillin (antibacterial assays), amphotericin B and fluconazole (antifungal
assays) were used as the positive controls. Additional controls also included the culture
medium, yeast and bacteria growth, extract solutions, solvent. The microplates were
incubated at 37 °C for 24 hours to antibacterial assays and for 48 hours to antifungal
assays.

At the end of incubation period an aliquot from each well was plated in Petri
dishes containing Mueller Hinton agar (MHA) incubated at 37 °C for 24 hours, to
determine the minimum bactericidal concentration (MBC). Sabouraud dextrose agar
(SDA) incubated at 37 °C for 48 hours, to determine the minimum fungicidal
concentration (MFC) and after incubation, were evaluated for growth of microorganism
or not.

30 pL of resazurin was added in the antibacterial experiments, and the
microplates were incubated at 37°C for 2 hours (Palomino et al., 2002). For antifungal
assays. For antifungal experiments, 20 pL of an aqueous 2% solution of 2,3,5-
triphenyltetrazolium chloride (TTC) was used as developer (Aradjo et al., 2013) and the
microplates were incubated at 37 °C for 2 hours. The assays were carried out in

triplicate.

2.8. Evaluation of the antioxidant activity
2.8.1. ABTS radical cation decolorization assay and superoxide anion radical (O;")
scavenging assay

The antioxidant activity was assessed by the ABTS method and anion radical
scavenging assay, as described by Assis et al. (2015). The results were expressed as

mean = standard error of the mean (SEM) of the 50% inhibitory concentration (I1Csp).

2.8.2.Ferric reducing antioxidant power (FRAP)

The ferric ion reducing antioxidant power (FRAP) was determined according to
the method of Koksal et al. (2011). The reduction of Fe* * to Fe** was determined by
measuring the absorbance of the complex formed called Perl’s Prussian blue, at 700 nm.
This method is based on the reduction of Fe**contained in ferricyanide (KsFe(CN)g) to

Fe?* by the antioxidant power of the sample,as the following equation:
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KsFe(CN)s + reducing antioxidant = Fe(CN)™

Fe(CN)* + FeCls— Fes[Fe(CN)e]s

The assay was performed in 0.2 mol/L sodium phosphate buffer (pH 6.6), 1%
(m/v) potassium ferricyanide (KsFe(CN)g), and using different concentrations of
samples to be tested. After 20 min incubation at 50°C, the medium was further acidified
with 10% trichloroacetic acid, and added 0.1% FeCl;. To measure the amount of
Prussian blue generated, the absorbance was monitored at 700 nm in a microplate.
Increased absorbance indicates the antioxidant capacity of the sample to reduce the Fe**

to Fe?*.

2.8.3. Nitric oxide scavenging

The nitric oxide scavenging was evaluated in 20 mmol/L phosphate buffer (pH
7.4) and 4 mmol/L sodium nitroprusside after 150 minutes of incubation (Yen et al.,
2001). Sodium nitroprusside in aqueous solution (pH 7.4), produces the radical NO’,
which reacts with oxygen to form nitrite and nitrate. To determine the nitrite
concentration, it was used the Griess reagent, consisting of aqueous solution of 1%
sulfanilic acid (w/v), 0.1% N-(1-naphthalenediamine) (w/v) and 2.5% phosphoric acid
(v/v). Under acidic conditions, sulfanilic acid reacts with nitrite to form a diazonium
salt, which reacts with N-(1-naphthalenediamine), producing a colored compound

measured at 540 nm.

2.8.4. Scavenging assay to HOCI/OCI and taurine chloramine (TauCl)

The assay determined the capacity of thesample to capture HOCI/OCI or TauCl,
preventing them from oxidizing3,3',5,5'-tetramethylbenzidine (TMB). TMB oxidation
by HOCI/OCI or TauCl generates a blue compound with maximum absorbance at 655
nm (Kettle, Winterbourn, 1994; Dypbukt et al., 2005).To produce a standard solution of
OCI’, NaOCI wasdiluted in 10 mmol/L NaOH and its concentration was determined by
its molar extinction coefficient (¢ = 350 M'cm™ at 292 nm) (Zgliczynski et al., 1971).

For HOCI/OCI', it was used the method described by Dypbukt et al. (2005), at

room temperature, with modifications. The reaction was carried out in 50 mmol/L
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sodium phosphate buffer (pH 7.4) and 30 mmol/L HOCI/OCI" in the absence or
presence of different sample concentrations. After 10 minutes of incubation, it was
added a revelation reagent with 2.8 mmol/L TMB, dissolved in dimethylformamide
(DMF) and diluted (v/v) in 0.8 mol/L acetic acid and subsequent addition of 0.01 mol/L
potassium iodide, 50% DMF, 4 mol/L acetic acid and 14 mmol/L TMB. The reaction
was incubated for 5 min at room temperature in the dark and the absorbance was
monitored at 655 nm.

For TauCl, the same conditions were repeated, with the addition of 5 mmol/L
taurine and incubation for 5 minutes with HOCI/OCI before the addition of samples.
The presence of iodide in the revelation reagent catalyzes the oxidation of TMB by

TauCl (Dypbukt et al., 2005). The results were expressed as mean ICso + SEM.

2.8.5. Peroxyl radical (ROO") scavenging assay

The crocin bleaching assay was performed as described by Assis et al. (2015),
by monitoring the decrease in the crocin absorbance at 443 nm for 10 min, in a
competitive kinetics procedure. The reaction was initiated by the addition of the azo-
compound 2,2'-azobis(2-amidinopropane) dihydrochloride (AAPH), which generates
peroxyl radicals by thermolysis at 40°C at a constant rate. Thus, the antioxidants
compete with the crocin for ROO"; therefore, the inhibition of its oxidation depends on
the capacity of samples in capture the radical species.

The coefficient ka/kc, calculated as the slope of the regressionline for the vo/v
versus [A]/[C] plot, indicatesthe relative capacity of an antioxidant to interact with the
peroxyl radicals. By dividing this slope for an extract sample by the slope for a standard
antioxidant such as  Trolox, the ratio of rate constants, and thus the relativeantioxidant
capacity, of the analyzed compound can beestimated, being expressed in Trolox

equivalents.

2.9. Evaluation of the cytotoxic potential
2.9.1. Acquisition and culture of peritoneal macrophages and splenocytes

It were used male Swiss mice (25-30 g; n=5) provided from the Central Animal
Laboratory of the Faculty of Pharmaceutical Sciences, UNESP. Animals were kept in

cages with environment of stable conditions (23 = 2°C temperature, 56 + 2% relative
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humidity) and 12-hour cycles with and without light. The animals received water and
sterilized food (Purina) ad libitum. All animal procedures were performed according to
the guidelines of SBCAL/COBEA (Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de
Laboratdrio)

For obtaining and culturing macrophages, mice were intraperitoneally inoculated
with 3 mL of 3% sodium thioglycollate (Difco Lab. LTD), three days before being
euthanized in a CO, chamber. The peritoneal exudates cells were obtained by
inoculation of 5 mL cold PBS. Cells were counted and adjusted to a concentration of
5x10° cells/mL in RPMI complete culture medium (RPMI-1640C).

Cells were maintained for one hour at 37°C at constant tension of 5% CO,
(Forma Scientific). The supernatants were discarded and added 100 pL LPS (5pg/mL -
positive control), only the culture medium RPMI-1640C (negative control) and different
extract concentrations (1000 to 0.97 ug/mL). The plates were incubated for 24 h and
then held the viability test using bromide of 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl) -2,5-diphenyl-
2H-tetrazolium (MTT) method.

To obtain and culture of total splenocytes, the same animals inoculated were
used, after euthanasia the peritoneum was exposed and open to the extraction of the
spleen, which was removed aseptically and macerated. The cells were lysed with NH4Cl
and the suspension was washed 3 times with PBS for 5 minutes at 300xg at 4°C. After
the last wash, cells were resuspended in 1 mL of complete RPMI and counted in a
Neubauer chamber. Cells were adjusted to 5x10° cells/mL and plated in 96 wells with
stimuli (same extract concentrations used in the peritoneal macrophages) and incubated

in CO; incubator for 24 hours for subsequent viability test.

2.9.2. Evaluation of the cytotoxicity on Vero cell culture

Vero cells (ATCC CCL-81™), isolated line of the kidney of African green
monkey epithelium (Cercopithecus aethiops) were grown in DMEM culture medium
(Dulbecco's Modified Eagle's Medium) supplemented with 10% fetal bovine serum and
antibiotics (penicillin 100 U/mL, streptomycin 0.1 mg/mL) and incubated at 37 ° C in
atmosphere of 5% CO,. The confluent cells 80 to 90% after the third subculture were
trypsinized and then plated in 96 well plates with cell density of 5 x10* cells/mL.

After, they were incubated for 24 h for complete cell adhesion. The supernatant was
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discarded and the cells treated with different concentrations of the extract (1000 to 0.97

ug /mL).

2.9.3. Evaluation of the cell viability

Assays for determining the cell viability in the presence of E. brasiliensis
extracts were performed in vitro using the method of the MTT, which determines the
ability of viable cells to reduce MTT to form an insoluble crystal violet staining of
formazan (Mossman, 1983). The tests were performed with peritoneal macrophages,
spleen cells (from mice) and VERO cells.

After the treatment, the culture medium was removed and 100 uL of MTT were
added to each well. The plates were incubated at 37°C, protected from light, until the
observation of the presence of formazan crystal violet for 3 h. The MTT solution was
removed from the plate and added 100 mL of isopropyl alcohol. The absorbance was
measured at 540 nm with reference filter 620 nm; three independent experiments were

performed in triplicate with each cell line.

2.10. Statistical analysis

For the antioxidant and cytotoxicity assays the data were analyzed by one-way
analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey post test using GraphPad Prism
software 6.Statistical analysis of the antioxidant activity and cytotoxicitywas performed
comparing the extracts; both considering a statistical significance level of 5% threshold
(p<0.05).

3. RESULTS AND DISCUSSION
3.1. Chemical characterization of the E. brasiliensis extracts

Aqueous extracts of E. brasiliensis presented higher level of total phenolics
equivalents to gallic acid (AG) (2.5 %), when compared with the ethanol extract (1.6
%), suggesting a greater antioxidant potential in the aqueous E. brasiliensis extract
(Table 1).

In a study of Infante et al. (2016), the ethanol extract of E. brasiliensis showed a

higher content of phenolic compounds in the leaf extract (73.25 mgAG/g), when
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compared with seed (42.60 mg AG/g) and pulp (26.69 mg AG/g) extracts. With respect
to the pulp extract, the content of total phenolics found in this study was very similar to
that found by Infante and colleagues.

The determination of phenolic compounds by the Folin-Ciocalteu reagent cannot
provide exact values, since other reducing compounds, such as ascorbic acid, can react
with phosphotungstic and phosphomolybdic acids present in the reagent, also generating
the blue complex of molybdenum. In addition, Folin-Ciocalteu reagent reacts with
certain non phenolic compounds (eg. reducing sugars), and it is considered by some
authors a method for determining the total antioxidant capacity, since they have high
correlation with other antioxidants methods due to the chemical similarities present in
these trials (EVERETTE et al., 2010). Therefore, the higher reducing sugar content of
the aqueous extract of E. brasiliensis may have influenced the result for phenolic
compounds (Table 1).

The contents of total flavonoids equivalents to quercetin were 1.0 and 1.5 % for
the aqueous and the ethanolic extracts, respectively (Table 1). Regarding the
quantification of total flavonoids, there are no data in the literature performed for fruits
of E. brasiliensis.

The content of total anthocyanins equivalents to cyanidin-3-glucoside (C3G)
determined in the aqueous extract (0.03 %) was lower than in the ethanolic extract (0.08
%) (Table 1). Teixeira et al. (2015) also used the pH differential method to determine
the amount of anthocyanins in methanolic extracts of the red fruits variety of E.
brasiliensis, and they found high anthocyanin contents, ranging from 30 to 200 mg
C3G/100g of fresh fruits. However anthocyanins were not found in fruits and seeds of
the yellow variety. Reynertson et al. (2008) also observed high anthocyanin contents for
E. brasiliensis extract of the fruit when compared with four plants of the same genus
(8.37 mg C3G/g in weight dry), values 27.9 times higher than the amount of
anthocyanins found in this study.

The aqueous and the ethanolic extracts showed similar values of total sugars
(774.40 and 735.20 mg GLU/g, respectively), and for reducing sugars the aqueous
extract had lower quantity (136.80 mg GLU/g) when compared with the ethanolic
extract (251.10 mg GLU/g). For non-reducing sugars, aqueous extract had greater
amounts (637.60 mg GLI/g) in comparison with the ethanol extract (484.00 mg GLU/Q)
(Table 1).
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Teixeira et al. (2015) quantified the total soluble sugars in an ethanol extract of
purple and yellow fruit varieties of E. brasiliensis by HPLC. The varieties of purple and
yellow fruits showed similarity in the total sugar contents (2.98 and 2.97 g/100 g,
respectively), glucose values were similar between purple (2.84 g/100 g) and yellow
(2.85 g/100 g) varieties and the fructose values were low (0.13 and 0.12 g/100 g,
respectively). Sucrose was not detected in both extracts of E. brasiliensis fruits.

The precipitation tests reaction with gelatin and the reaction of lead acetate were
positive for E. brasiliensis extracts, indicating the presence of tannins (Table 2). The
colorimetric reaction test using iron salts also was positive, generating a blue color,
suggesting the presence of hydrolysable tannins (Table 2). Taken together, the results of
these tests suggest the presence in E. brasiliensis extracts of hydrolysable tannins
(gallotannins or ellagitannins) or gallic acid, ellagic acid or its derivatives, due to
precipitation with gelatin and lead and specifically the blue color characteristic for these
compounds observed in the test with ferric chloride.

Some studies with E. brasiliensis and other Eugenia genus also identify some
tannins and showed high amounts of gallic acid derivatives (Abe et al., 2011; Silva et
al., 2014; Teixeira et al. 2015; Infante et al., 2016).

3.2. Evaluation of antimicrobial potential

The aqueous and the ethanol extracts of E. brasiliensis exhibit antibacterial
activity against S. aureus. For the five clinical strains of S. saprophyticus, only the
ethanolic extract showed activity. The two extracts were inactive against E. coli strains.
For the strains of C. albicans, the aqueous extract was inative, but the ethanolic extract
showed activity against C. albicans ATCC18804 and CAV5.

Magina (2009) studied the antimicrobial activity of essential oils of leaves of E.
brasiliensis, obtaining activity against strains of S. aureus (ATCC 25923) with MIC =
156.2 mg/mL, and for E. coli (ATCC 25922) with MIC/MBC of 624.9 mg/mL.

Siebert et al. (2014) determined the minimum inhibitory concentration against S.
saprophyticus, E. coli and Pseudomonas aeruginosa from the essential oils of the leaves
of E. brasiliensis, obtained in different seasons of the year. Qils obtained during the fall
and winter presented a MIC of 500 pg/mL against S. saprophyticus, and during the
summer and spring seasons had a MIC = 1000 pg/mL. Against E. coli, only the oils
obtained in the fall had little potential, MIC = 1000 mg/mL. It was also observed
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activity with low potential against Pseudomonas aeruginosa using the oil obtained in
winter, MIC = 1000 mg/mL and moderate with the oil obtained in the fall, with MIC =
500 mg/mL. These findings allow observing the differences in the antibacterial activity
of E. brasiliensis leaves, according to the season of the extraction of oils.

The MBC and MFC were performed for the aqueous and ethanolic E.
brasiliensis extracts that had activity toward at least one of the microorganisms.

Compared with the MIC of the bacterial strains, it can be observed that the MBC
values coincided with their respective MICs, thus showing that the tested samples
presented a possible bactericidal effect against S. aureus strains, eliminating the
bacterial growth; and bacteriostatic effect against strains of S. saprophyticus. Likewise,
the Candida strains showed a fungistatic behavior.

There were no data of E. brasiliensis antifungal activity against strains of
Candida sp.

According to our results, the E. brasiliensis fruits extracts had no efficacy for
Gram-negative bacteria. This may be due to the different composition of the Gram-
negative bacteria membranes in comparison with Gram-positive. The cell wall of Gram-
negative bacteria has an outer membrane that corresponds to a second lipid bilayer,
which firmly adheres to the peptidoglycan layer, providing greater stiffness. The outer
face of this membrane is rich in lipopolysaccharides, which makes it more lipophilic to
exogenous substances (Bylka et al., 2004).

Taguri et al. (2004) also suggested that the amount of flavonoids and tannins
present in extracts may have the ability to inactivate enzymes and to complex with
extracellular proteins, soluble proteins and the cell wall of bacteria, explaining the
probable antimicrobial mechanisms of action. The total rupture of the microbial
membranes can be given by flavonoids with lipophilic character. Therefore, we suggest
that plant preparations extracted with organic solvents, such as ethanol, have the ability
to extract nonpolar molecules; in this sense it is possible that the ethanolic extract of E.
brasiliensis has a greater amount of these compounds that are directly related with the
antimicrobial activity found in this study, when compared with the activity of the
agueous extract.

Unlike most of the synthetic drugs used in the antimicrobial therapy, the
scientific literature does not have a consensus regarding the MIC values obtained from
natural products. In this way, some authors establish individual parameters to sort the

results from the determination of the antimicrobial activity assays. Aligiannis et al.
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(2001) consider MICs with values equal to or less than 500 pug/mL as potent inhibitors;
MICs between 600 and 1500 pug/mL as moderate inhibitors, and MICs above 1600

ug/mL as weak inhibitors.

3.3. ABTS radical cation decolorization assay and superoxide anion radical (O;")
scavenging assay

In the ABTS™ assay, gallic acid (standard) showed an 1Csq value of 0.43 + 0.756
ug/mL. E. brasiliensis aqueous extract had an 1Cso of 51.08 + 0.980 pg/mL, and the
ethanolic extract had an ICso of 31.64 + 1.408 ug/mL (Table 4). Ethanolic extract of E.
brasiliensis fruits was more effective, however its ICso value was 73.5 times higher than
gallic acid (Table 4). There were no other reports in the literature about the antioxidant
activity against ABTS™ for extracts or products obtained from E. brasiliensis fruits.

The ethanol extract of E. brasiliensis showed great effectiveness for O, capture,
with 1Cso of 664.17 pug/mL, in comparison with the aqueous extract that showed 1Csp of
770.88 pg/mL (Table 4). Ellagic acid, used as standard, showed 1Cso0f 12.24 ng/mL, a
value 54 times lower than values of the ethanol extract. It was also used Trolox as
standard, with 1Csp of 511.97 ug/mL, a value only 1.3 times lower than the 1Cs, of the
ethanolic extract and 1.5 times lower than the 1Csy of the aqueous extract, indicating that
the extracts, despite being a complex heterogeneous mixture of substances, they have
similar antioxidant activities in comparison with a pure substance. The extracts of E.
brasiliensis must contain mixtures of phenolic and flavonoid compounds that can be
more effective in capturing O,™.

Infante et al. (2016) also evaluated the O™ radical capture ability of extracts
from different parts of Eugenia genus (ethanolic extract of leaves, seeds and pulp). The
extracts of pulps had the highest ICsp, so having low activity to capture O,". In
descending order, the 1Cso values obtained by each plant extract was 4.02 mg/mL
(Eugenia myrcianthes), 2.67 mg/mL (Eugenia leitonii) and the lowest 1Cso (2.15
mg/mL), for E. brasiliensis, which value was greater than 2.78 times when compared

with the 1Cs, obtained with the E. brasiliensis aqueous extract in this study.
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3.4. Ferric reducing antioxidant power (FRAP)

For this assay, it were considered the concentrations of the aqueous or ethanolic
extracts of E. brasiliensis or standards that reached maximum absorbance of 2.0. The
assays were done in triplicate and results are the average of concentrations.

The aqueous extract of E. brasiliensis showed a better potential for reduction of
ferric ion (900 = 0.023 pg/mL) when compared with the ethanolic extract (1.500 *
0.003 pg/mL), but the ethanolic extract had a concentration 90 times greater than the
standard gallic acid (10 £ 0.020 pg/mL) (Table 4).There were no reports in the literature
on the analysis of the ferric ion reducing potential of the fruits extracts of E.
brasiliensis.

Koksal et al. (2011) used the same method to evaluate the potential of reducing
ferric ion of the aqueous and ethanolic extracts of leaves of Melissa officinalis.
Admitting the absorbance at 700 nm versus a fixed concentration of 30 pg/mL, it was
obtained a better potential in reducing ferric ion with the aqueous extract, similarly with
the findings in the present study for the aqueous extract of E. brasiliensis. These data
confirm the results obtained in the determination of the phenolic compounds, which was
greater in the aqueous extract. The determination of ferric reduction is often used as an
indicator of the electron donating activity, an important antioxidant mechanism related

to the phenolic compounds (Dorman et al., 2003).

3.5. Nitric oxide scavenging

None of the extracts of E. brasiliensis were able to capture NO" up to 30ug/mL
(Table 4). Therefore, for the standard quercetin, it was obtained an 1Cso of 11.7 + 0.543
ug/mL, demonstrating its excellent efficiency in the NO™ capture . There were no reports

in the literature for the nitric oxide scavenging capacity of E. brasiliensis extracts.

3.6. HOCI/OCI and taurine chloramine (TauCl)scavenging assay

For the scavenging capacity of HOCI/OCI', the standard quercetin had 1Cs, of
0.3 £ 0.040 pg/mL. The ICs, of E. brasiliensis ethanolic extract was 10.63 = 0.651
ng/mL, which represents a better activity for HOCI/OCI capture in comparison with the
ICso of the aqueous extract, 30.58 + 0.979 pg/mL (Table 4). In comparison with

quercetin, the E. brasiliensis ethanolic extract showed an ICs, value 35 times higher,
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which probably is related with the extract composition, representing a complex mixture
of substances.

Infante et al. (2016) observed that ethanolic extracts of some species of Eugenia
genus had antioxidant activity against HOCI; ethanolic extracts of E. involucrata leaves
and of E. leitonii seeds had greater efficiency in the HOCI/OCI capture, with 1Cs of
1,313.84 pg/mL and 18.14 ng/mL, respectively. E. brasiliensis pulp extract showed ICsg
of 42.67 ng/mL, similarly to the 1Cs, of leaf extract (45.81 pg/mL); these values were
very similar to the 1Cs, of the E. brasiliensis aqueous extract in this present study (30.58
ug/mL).

The E. brasiliensis ethanolic extract had a better capacity to capture TauCl (ICso
278.10 = 1.204 ng/mL) in comparison with the aqueous extract (ICso 636.87 = 0.651
ug/mL) (Table 4). The standard gallic acid had an ICso of 1.42 + 0.109 pg/mL. The
standard ellagic acid showed pro-oxidant activity. There are no reports in the literature
about the antioxidant activity against the TauCl radical of extracts or products obtained

from E. brasiliensis.

3.7. Peroxyl radical (ROQ") scavenging assay

The ROO" scavenging abilities of the standards quercetin and Trolox were with
ICso values of 1.35 and 2.89ug/mL, respectively. The aqueous extract of E. brasiliensis
had lower 1Csq value for ROO" capture (120.34 ug/mL), similar to the ICs, value for the
ethanolic extract (144.59ug/mL) (Table 5). According to the kinetic competition
equation, it was calculated the Trolox equivalent value for each extract of E. brasiliensis
and also to the standard quercetin.

Naturally, the respective 1Cso values found for the standard and for the E.
brasiliensis extracts had the same order of efficiency, found for the slope obtained in the
analysis for each compound. Therefore, as lower the 1Cs, the more efficient the sample
for ROO" capture, while for the slope of the regression line, as higher the value, the
more effective for ROO" capture.

Despite the aqueous extract of E. brasiliensis had an ICso about 80 times higher
in comparison with quercetin, the extract can be considered effective in capture ROO",
protecting and preventing the crocin bleaching. This in vitro assay simulates the in vivo
lipid peroxidation process, so it was possible to demonstrate the efficacy of E.

brasiliensis extracts to protect against lipoperoxidation.
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Infante et al. (2016) evaluated the ROO’ capture ability via absorbing capacity of
oxygen radicals (ORAC), monitoring the antioxidant activity of the ethanolic extracts
through the fluorescence decay relative to the oxidation of ROO". The extract of E.
involucrata leaves showed the highest value (1,393.3 pmol equivalent of Trolox/g) and
the lowest value for the seeds of Eugenia myrcianthes (96.24 umol Trolox/g). For E.
brasiliensis, the ORAC values for leaves, pulp and seeds were, in descending order,
757.32,477.45 and 211.84 umol Trolox/g, respectively.

3.8. Cytotoxic potential

Cells were treated with different concentrations of the extracts, based on the
concentrations used in the antimicrobial assay that ranged 1 mg/mL. In Figure 1 are
shown the concentration-response profiles of macrophages (A), lymphocytes (B) and
VERO cells (C).

According to Dias et al. (2009), it is considered a toxic concentration that can
induce a cytotoxic response of the cell viability < 50%. Therefore, for any cell type
examined in this study, the extracts of E. brasiliensis did not show cytotoxicity, because
none of the extracts caused death in 50% of cells in any of the tested concentrations.
Cell viability is presented above 100% for lymphocytes and macrophages, thus, it can
be considered that E. brasiliensis extracts aided on the proliferation of these cells.

Activated macrophages from the contact with the lipopolysaccharide wall of
gram negative bacteria or other internal factors (interferon-gamma produced by T
lymphocytes) increased the ability to release proinflammatory mediators and cytotoxic
oxygen and nitrogen intermediates, hydrolytic enzymes and cytokines, which may be
helpful in destroying antigens (Moncada et. al., 1991). Therefore, the E. brasiliensis
extracts ability in aid the macrophages proliferation is important, providing safety
information on the application of these extracts as possible promising agents in the
treatment of chronic inflammatory diseases. There were no reports in the literature on
the assessment of the cytotoxicity of E. brasiliensis extracts or products.

Raheel et al. (2013) assessed the cytotoxicity of aqueous extracts of different
parts of Acacia nilotica (Linn) in VERO cell line, via MTT method. Aqueous extracts
of the pod, leaf and bark were tested at concentrations of 1.56, 3, 125, 6.25, 12.5, 25,
50, 100 and 200 pg/mL. The pods and leaves extracts had no toxic effects on cells in

concentrations from 1.56 to 100 mg/mL. The bark extract had no cytotoxicity from 1.56
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to 25 mg/mL. Recently, Lazarini et al. (2016) used the MTT method for the evaluation
of macrophages cytotoxicity in cell line RAW 264.7 for hydroethanolic extract of
Eugenia leitonii seeds (concentrations of 0.02, 0.2, 2, 20, 200 pg/mL). No cytotoxicity

for the cell macrophages was found, at any of the tested concentration.

4. CONCLUSION

According our data, it can be suggested that the aqueous or ethanolic extracts of
the fruit pulps of Eugenia brasiliensis have interesting biological activities. The
antimicrobial analysis showed that the extracts were inactive against E. coli strains.
However, was observed activity to S. aureus (aqueous and ethanolic extracts), S.
saprophyticus (ethanolic extract) and C. albicans (ethanolic extract). The Eugenia
brasiliensis fruit pulp extracts had also potent antioxidant activities, probably due to the
high concentrations of phenolic compounds. The ethanolic extract was able to scavenge
ABTS radical, O,", HOCI/OCI" and TauCl; aqueous extract was more effective in
capturing ROO’and had potential to reduce ferric ion. Finally, both aqueous and
ethanolic extracts of Eugenia brasiliensis showed no cytotoxicity against macrophages,
lymphocytes or VERO cells. Fruits of Eugenia brasiliensis have appearing as an

interesting supplementation with potential beneficial effects to the health.
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Table and Figure captions

Table 1. Total phenolics and flavonoids, total anthocyanins and sugar of E.

brasiliensis fruit pulps extracts.

Table 2. Identification of tannins in E. brasiliensis fruit pulps extracts.

Table 3.Minimum inhibitory concentration for bacterial and fungal strains of E.
brasiliensis fruit pulps extracts and the positive control.

%values in ug/mL; AMP= ampicillin; AMB= amphotericin B; FLU= fluconazole

Table 4. ROS scavenging activities and potential of ferric ion reduction of E.

brasiliensis fruit pulps extracts.

Values in pmol/L of ICsp0f solutes; *SEM (standard error of the mean); **No effect at the concentration

used.

Table 5. Peroxyl radical scavenging ability of E. brasiliensis fruit pulps extracts

and standards.

*The analyzes were performed as described in Materials and Methods, where y=v0/v; x=[A]/[C].The

slope of regression line indicates relative antioxidant capacity of the sample (ka/ kc).

Figure 1. Determination of cell viability in macrophages (A), lymphocytes (B) and

VERO cells (C) in the presence of E. brasiliensis fruit pulps extracts.

All results are expressed as mean of five independent experiments in triplicate + standard deviation (M +
SD), analyzed by two-way ANOVA with post-test for multiple comparisons Sidak (**: p<0,01; ***:
p<0,001; ****: p<0,0001, presented difference between extracts).
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Table 1

Extracts Total phenolics Total flavonoids Total Total Sugar Not reducing sugar Reducing sugar
(mgAG /g) (mgFLAVEQ /g) anthocyanins (mgGL1/g) (mgGL1/g) (mgGLl1/g)
(mgC3G /g)
Aqueous 25.145+0.142 10.000+0.006 0.300+0.176 774.400+£0.277 136.800+0.865 637.600+1.082
Ethanolic 16.400+0.084 15.600+0.025 0.800+0.085 735.200+2.009 251.100+2.422 484.000+2.009
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Table 2

Sample Reaction Results

+ Indicates a positive result to the test
- Indicates a negative result to the test
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Table 3

Microrganisms MIC? MBC/MFC? Positive controls
Agueous  Ethanolic Agueous  Ethanolic AMP AMB FLU
S. aureus 1000 500 1000 500 0,7 - -
ATCC 25923
SSC1 >1000 1000 >1000 >1000 31,2 - -
SSC 2 >1000 1000 >1000 >1000 0,7 - -
SSC 3 >1000 1000 >1000 >1000 0,3 - -
SSC4 >1000 1000 >1000 >1000 1,4 - -
SSC5 >1000 1000 >1000 >1000 0,7 - -
E. coli >1000 >1000 >1000 >1000 3,1 - -
ATCC 25922
ECC1 >1000 >1000 >1000 >1000 R - -
ECC2 >1000 >1000 >1000 >1000 0,7 - -
ECC3 >1000 >1000 >1000 >1000 15 - -
ECC4 >1000 >1000 >1000 >1000 0,7 - -
ECC5 >1000 >1000 >1000 >1000 R - -
ECC6 >1000 >1000 >1000 >1000 15 - -
ECC7 >1000 >1000 >1000 >1000 31 - -
ECC8 >1000 >1000 >1000 >1000 15 - -
ECC9 >1000 >1000 >1000 >1000 15 - -
ECC 10 >1000 >1000 >1000 >1000 R - -
C.albicans >1000 >1000 >1000 >1000 - 5,0 R
ATCC 5314
C. albicans >1000 1000 >1000 >1000 - 2,5 8,0
ATCC 18804
CAV5 >1000 1000 >1000 >1000 - 50 R
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Table 4

Extracts ABTS 0,” HOCI/OCI TauCl FRAP NO’
1Cs (ng/mL) 1Cs0 (ng/mL) 1Cs0 (ng/mL) ICs (ng/mL)  Absorbance = 2,0(ug/mL) 1Cs0 (ng/mL)

Aqueous 51.08+0.980 770.88+0.614 30.58+0.979 636.87+0.458 900.00+0.023 **

Ethanolic 31.64+1.408 664.17+0.643 10.63+0.651 278.10+1.204 1500.00+0.003 i
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Table 5

Equation of Kinetic Trolox* Slope of 1Cs
Compounds Competition equivalents regression line (ng/mL)
y=VolV; x=[AV[C]; (1)
Quercetin y=1+20.69x (0.998) 2.52 20.69 1.35
Trolox y=1+8.18x (0.997) 1.00 8.18 2.89
Aqgueous Extract y=1+0.217x (0.999) 0.03 0.217 120.34
Ethanolic Extract y=1+0.167x (0.999) 0.02 0.167 144.59
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Figure 1
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