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RESUMO

Caatinga € um bioma com caracteristicas distinta, encontrada apenas no territorio
brasileiro, onde sdo encontradas muitas espécies endémicas. A busca por novas
moléculas biotivas € crescente, e 0s produtos naturais desempenham um papel
significativo na procura por novos agentes terapéuticos. As Cactaceas que sobrevivem
no ambiente da caatinga possuem adaptacbes anatdbmicas, fisiologicas e
consequentemente modificacdes no metabolismo secundario. Micrococcus luteus é uma
actinobactéria produtora do carotenoide amarelo, sarcinaxantina, esses pigmentos tém
importantes funcBes biologicas, principalmente antioxidante. Neste contexto esse
trabalho teve o objetivo de realizar uma revisdo bibliogréfica da familia Cactaceae,
analisar a atividade antimicrobiana e antioxidante de Cereus jamacaru, e identificar o
pigmento carotenoide de M. Luteus. Realizou-se um levantamento das espécies das
cactaceas encontradas na regido de Caatinga do Brasil, através de uma analise
fitoquimica e farmacoldgica, evidenciando as principais atividades biol6gicas ja
descritas para essa familia. Apesar do nimero reduzido de trabalhos observou-se que
este grupo possui atividade antimicrobiana, antiviral, antiparasitaria e antioxidante.
Cereus jamacaru (mandacaru) é uma espécie pouco estudada do ponto de vista quimico
e farmacoldgico. Neste trabalho foi encontrado, em extrato metandlico, a presenca de
flavonoides, fenilpropanoides, monoterpenos, triterpeno e esteroides, possuindo
atividade bactericida contra: Streptococcus mutans, Streptococcus salivarius,
Streptococcus sanguis, Streptococcus mitis, Escherichia coli e Staphylococcus aureus.
Apresentou também atividade antioxidante pelo método DPPH (2,2- difenil-1-picril-
hidrazila) e ABTS(2,2-azino-bis-(3-etil-benzotiazolina-6-acido sulfonico). Duas cepas
de M. luteus foram isolados do solo e identificadas por analises bioquimicas e
moleculares. O pigmento foi caracterizado através de Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (HPLC) e identificado como sarcinaxantina. Verificou-se também que este
carotenoide possui atividade antioxidante, antimicrobiana e fator de protecao solar.

Palavras chaves: Caatinga, Cereus jamacaru, Actinobactéria, Antimicrobiano,
Antioxidante, Carotenoide, Sarcinaxantina.



ABSTRACT

Caatinga is a biome with distinct characteristics, found only in Brazilian territory, and
many endemic species are found. The search for new bioactive molecules is increasing,
and natural products play a significant role in the search for new therapeutic agents.
Cactaceae that survive in the caatinga environment have anatomical, physiological and
consequent modifications in secondary metabolism. Micrococcus luteus is an
actinobacterium producing the yellow carotenoid, sarcinaxanthin, these pigments have
important biological functions, mainly antioxidant. In this context, the objective of this
work was to carry out a bibliographic review of the Cactaceae family, to analyze the
antimicrobial and antioxidant activity of Cereus jamacaru, and to identify the carotenid
pigment of M. luteus. A survey of the species of cactaceae found in the Caatinga region
of Brazil was carried out through a phytochemical and pharmacological analysis,
evidencing the main biological activities already described for this family. Despite the
small number of studies, it was observed that this group has antimicrobial, antiviral,
antiparasitic and antioxidant activity. Cereus jamacaru (mandacaru) is a species little
studied from the chemical and pharmacological point of view. In this work, the presence
of flavonoids, phenylpropanoids, monoterpenes, triterpenes and steroids was found in
methanolic extract, having bactericidal activity against: Streptococcus mutans,
Streptococcus salivarius, Streptococcus sanguis, Streptococcus mitis, Escherichia coli
and Staphylococcus aureus. It also showed antioxidant activity by the DPPH (2,2-
diphenyl-1-picryl-hydrazyl) and ABTS (2,2-azino-bis- (3-ethyl-benzothiazoline-6-
sulfonic acid) method). Two strains of M. luteus were isolated from the soil and
identified by biochemical and molecular analyzes.The pigment was characterized by
High Performance Liquid Chromatography (HPLC) and identified as sarcinaxanthin.
This carotenoid was also found to have antioxidant, antimicrobial and sun protection
factor.

Keyword: Caatinga, Cereus jamacaru, Actinobacteria, Antimicrobial, Antioxidant

Carotenoid, Sarcinaxanthin.
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1 INTRODUCAO

1.1 BIOMA CAATINGA

A Caatinga ¢ um bioma com caracteristicas distintas, encontrada apenas no
territorio brasileiro, ocupando uma area de aproximadamente de 850.000 km?, cerca de
11% do territério nacional, que compreende a maior parte da Regido Nordeste e norte
do estado de Minas Gerais (DA SILVA, 2016). O clima predominante é o semiarido, o
qual é marcado por irregularidade das chuvas, com grandes periodos de seca,
deficiéncia hidrica, com temperaturas médias anuais elevadas e ecossistemas xerofilos
(GIULIETTI; QUEIROZ, 2006 )

Devido as suas particularidades, podem ser encontradas muitas espécies
endémicas que ao longo da evolucdo adquiriram modificagdes anatbmicas, morfoldgicas
e fisiologicas, como aprofundamento das raizes, expansdo do caule, perda de folhas e
ajuste do metabolismo osmético (TROVAO et al., 2007).

Uma adaptacdo caracteristica da vegetacdo do bioma Caatinga é a perda das
folhas durante o periodo de estiagem evitando a perda de agua por transpiracdo. Por
causa desta caracteristica os indios tupi-guarani atribuiram o nome Caatinga que
significa “mata branca”, em referéncia ao aspecto acinzentado que apresenta a
vegetacdo no periodo de estiagem (BARBOSA et al., 2012). Além da perda de folhas,
algumas espécies possuem a capacidade de armazenamento de substancias nutritivas em
suas raizes e caules. Outras possuem, em suas folhas, um revestimento lipidico, o que
evita a perda de agua para o ambiente, além de possuirem raizes profundas, que chegam
a alcancar lencdis freaticos, o que permite manter partes das folhas durante o periodo de
estiagem ( DA SILVA, 2016).

Por apresentar uma paisagem de arbustos e arvores com folhas deciduas, o
bioma é erroneamente considerado por muitos como fragil e com pouca biodiversidade.
(ALVES; ARAUJO; NASCIMENTO, 2009). Riegelhaupt e Pareyn (2010) apontam que
a degradacdo do bioma é decorrente da necessidade energética da populacdo e do
crescimento populacional. Os recursos da Caatinga sdo utilizados por industrias de
gesso, cimento e siderdrgicas; para a pecuaria extensiva; para a agricultura de baixa

tecnologia; forragem animal (SOUZA, 2006). Com isso a Caatinga vem sendo
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explorada de forma nédo sustentavel, acelerando seu processo de degradacdo (SILVA,
2013).

A vegetacdo da Caatinga e bastante diversificada sendo representada por
aproximadamente 5000 espécies de plantas, sendo 991 endémicas deste bioma, o que
corresponde a 20% do total de tdxons registrados (FLORA DO BRASIL, 2016). As
principais familias da Caatinga sdo Fabaceae, Convolvulaceae, Euphorbiaceae,
Malpighiaceae, Poaceae e Cactaceae (GIULIETTI; CONCEICAO; QUEIROZ, 2006)

O solo sob a vegetacdo da Caatinga possui caracteristicas proprias. E
considerado um ambiente hostil para o desenvolvimento da maioria dos
microrganismos, de forma que as espécies que conseguem sobreviver sdo bem
adaptadas (SILVA; MARTINS; MARTINS, 2015; DUARTE et al., 2012).

Os microrganismos do solo séo influenciados por varios fatores fisicos e
quimicos, incluindo a disponibilidade de nutrientes, matéria organica, umidade do solo
e temperatura (BLOEM et al., 1992; WARDLE, 1998). Em ambientes do semiarido
todos esses fatores sdo geralmente desfavoraveis para o crescimento microbiano no solo
e 0S que conseguem se adaptar sdo chamados extremdfilos. Eles desenvolvem
mecanismos biogquimicos para sobreviver e produzem moléculas com potencial
biotecnoldgico de interesse, farmacéutico, cosméticos e de alimenticio (MOROZKINA
et al., 2010).

1.2 CACTACEAE

A familia Cactaceae € constituida de 124 géneros e aproximadamente 1.400 espécies
(HUNT et al., 2006). No Brasil, estdo registradas 200 espécies, e no bioma Caatinga
cerca de 24 géneros, com destaque aos géneros Cereus, Opuntia e Pilosocereus,
(ORTEGA-BAES; GODINEZ-ALVAREZ, 2006; ICMBio, 2011). Na figura 1 observa-
se a distribuicdo da familia no pais.
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Figura 1: Esquema mostrando a diversidade de Cactaceas no Brasil

Diversidade de Cactaceae
Espécies por 50km x 50km
o
]2
la-o
[ 7-10
B 1115
I ve-20
B 2 -2s
B 2¢-30
-

Fonte: ICMBIO (2011)

As cactaceas apresentam especializa¢fes anatdmicas, morfoldgicas e funcionais.
Conseguem rapida absor¢do, grande retengdo e minimo consumo de agua, captada das
chuvas ou do ar (RIZZINI, 1979). Séo perenes, suculentas, presente em varios habitats.
Observam-se as seguintes modificacdes nas estruturas vegetativas: perda ou reducdo das
folhas; o cortex e a medula sdo transformados em um tecido para armazenamento de
agua; os ramos laterais sdo transformados em grupos de espinhos centrais e radiais
denominados aréolas (Figura 2) (ZAPPI; TAYLOR, 2008; ANDERSON, 2001).
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Figura 2: Desenho esquematico de planta da familia Cactaceae, evidenciando as flores laterais e
as aréolas (espinhos).

Lucrctia Fircazcale Hamikon

Fonte: ANDERSON (2001)

Tém sido utilizadas para fins alimenticios (BOUAMAMA et al., 2011;
LANGER; MERGENER, 2013; EL FINTI et al., 2013), terapéuticos (KARIMI et al.,
2010; KARIMI et al., 2012; ASTELLO-GARCIA et al., 2013), misticos (ANDRADE,
2008), ecologicos, (COSTA et al., 2001; EL FINTI et al., 2013), como fonte de
pigmentos (ELIAS et al., 2014), e ornamenta¢do (CAVALCANTE et al., 2013).

1.3 MANDACARU (Cereus jamacaru)

A palavra Cereus em latim significa “tocha”, uma alusdo ao formato dos ramos
desta espécie (DAVET, 2005). Pertencente a tribo Cereeae, o género Cereus (subfamilia
Cactoideae) compreende quatro subgéneros distribuidos na América do Sul, dentre os
quais, o subgénero Cereus é encontrado em varios biomas, como Caatinga, Cerrado,
Campos rupestres e Mata Atlantica (TAYLOR; ZAPPI, 2004).

Caracteriza-se por apresentar caule (cladodio) verde, alongado com gomos
longitudinais, flores isoladas grandes e de colorido vistoso. Os frutos sdo basiformes e,
em geral, grandes e vermelhos, de polpa adocicada, que sdo consumidos por animais.
(ANDERSON, 2001; LANDGRAF; PAIVA,2009).
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Foi primeiramente descrito em 1628 por Hermann, logo depois em 1754 por Miller
(BRITTON; ROSE, 1937). De acordo com Davet (2005), as suas espécies mais
conhecidas e utilizadas pela populacdo sdo: Cereus adeemani, Cereus bicolor, Cereus
comarapanus,Cereus friccie, Cereus jamacaru, Cereus hildmannianus, Cereus
repandus, Cereus trigonodendron e Cereus vargasianus.

O cacto C. jamacaru, espécie nativa da Caatinga (Figura 3), cresce em solos pobres
em nutrientes e pedregosos. Pode chegar a 10 metros de altura, com tronco lenhoso e
muitos ramos eretos, dando ao topo do cacto um aspecto compacto. As aréolas sao
circulares, distantes de 2 cm a 5 cm entre si, sendo maiores no tronco principal. Os
espinhos, de coloragdo amarela, vermelha ou marrom, s&o radiais, medindo de 9 a 30
cm de comprimento (DAVET, 2005). As flores sdo solitarias, noturnas, laterais e
subapicais, brancas, de 20 cm a 30 cm de comprimento, 1,5 cm de didmetro, recobertas
de escamas largas e oblongas de cor verde-escura. Os frutos, nos quais se encontram
inimeras sementes de cor preta e bem pequenas, sdo elipsoides, de 05 cm a 12 cm de
diametro, alaranjados ou vermelhos, com polpa mucilaginosa branca, de aroma suave,
comestivel e doce (MEIADO et al., 2010). Pode-se observar as principais caracteristicas

citadas na Figura 4.

Figura 3: Cereus jamacaru em periodo chuvoso (A) e de seca (B).

Fonte: Kavamura (2012)
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Figura 4 : Partes anatdbmicas de Cereus jamacaru A- tronco verde; B- fruto imaturo; C-
aredlas; D- aréola aproximada; E- flores laterais fechadas; F- Vista superior do tronco com
seis costelas; G- Corte transversal do tronco; H- Raiz

7 N
(4

Fonte: Kavamura (2012 )

A populagdo do Nordeste utiliza as raizes do mandacaru em infusdo (cha), como
diuréticos e no tratamento de problemas renais, como anticonstipante, anti-hipertensivo,
antirreumatico e antiemético, no controle de diabetes, problema de vesicula, bronquite
e ainda o tratamento de Ulceras e combate ao escorbuto. (GONZALES-HERNANDEZ;
VILLARREAL 2007; GUEDES et al., 2009 ; PAULINO et al., 2011).

Trabalhos cientificos relatam a acdo antimicrobiana e vasodilatadora (MESSIAS et
al., 2010), anti-inflamatoria, antinoceptiva (ANDRADE et al., 2006), antitumoral
(OLIVEIRA; MACHADO 2003). Devido o mandacaru possuir atividade bioldgica
comprovada cientificamente, Davet et al. (2009) sugerem que os pesquisadores olhem

com mais atencdo para esta espécie, valorizando sua constitui¢ao fitoquimica.
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1.4 MICRO-ORGANISMOS DA CAATINGA

Os micro-organismos desempenham diversas fungfes ecoldgicas na manutencao da
qualidade do ecossistema (MARSCHNER; CROWLEY; YANG, 2004). Dentre essas
funcBes, podem facilitar a absorcdo de nutrientes pelas plantas (GYANESHWAR et al.,
2002); auxiliar a fixacdo de nitrogénio (VITOUSEK et al., 2002); alterar a
disponibilidade e a toxicidade de metais as plantas (BURD et al., 2000); e promover o
crescimento de plantas (GLICK, 1995).

A composicdo da microbiota na rizosfera pode ser influenciada por fatores como a
quantidade e o tipo de exsudatos radiculares, a espécie e a idade da planta, as condi¢des
do solo e do ambiente (MARSCHNER; CROWLEY; YANG, 2004). Ha poucos estudos
relacionando os micro-organismos existentes em locais de clima semiérido, mas vem
crescendo o interesse por este tema nos Ultimos anos. Os principais encontrados neste
tipo de ambiente pertecem aos filos Proteobacteria, Actinobacteria e Acidobacteria
(CHANAL et al. 2006; BACHAR et al. 2010; NEILSON et al. 2012).

Entre 0os micro-organismos, as actinobactérias constituem um grupo representativo
em termos de riqueza e diversidade. Este filo foi encontrado com grande abundancia em
amostras de rizosfera obtidas de cactaceas do semiarido mexicano em periodo de seca
(AGUIRRE-GARRIDO et al., 2012). Estas bactérias crescem em condi¢des extremas e
possuem um tipo de adaptacdo que é a producdo de pigmentos, os quais tem a funcéo de
proteger o microrganismo do dano oxidativo (CANGANELLA; WIEGEL, 2011,
MANDELLI et al., 2012; SILVA; MARTINS; MARTINS, 2015).

1.4.1 Actnobactérias

O termo Actinobacteria ¢ derivado do grego “aktis” (trago) e “mykes” (fungo), e
designa um grupo de bactérias constituidas de micélios, com organizacdo filamentosa,
muitas vezes ramificada denominadas hifas, semelhantes as dos fungos, porém mais
estreitas (OLIVEIRA et al., 2014).

Séo bactérias Gram positivas amplamente distribuidas nos ecossistemas terrestres e
aquaticos. Este grupo apresenta ampla diversidade morfoldgica, podendo ser em forma
de cocos (Micrococcus), coco-bacilo (Arthrobacter), outros em formas de hifas curtas e



20

rudimentares (Nocardia spp.) e micélio ramificado (Streptomyces spp.) (VENTURA et
al., 2007). S&do microrganismos aerdbios e quimioautotréficos capazes de utilizar uma
grande variedade de fontes nutricionais, inclusive polissacarideos complexos
(GOODFELLOW; WILLIAMS, 1983, BARKA et al., 2016 )

As actinobactérias possuem importancia para a ecologia do solo, participando dos
processos de ciclagem de nutrientes, biorremediacdo e de compostagem, processos
decorrentes da degradacdo enzimaética de substratos orgéanicos complexos, tdxicos e de
residuos de materiais utilizaveis na agricultura. (SILVA et al., 2015)

Séo produtores de compostos biologicamente ativos, tornando a pesquisa por novos
produtos naturais altamente promissoras. A industria farmacéutica possui interesse no
estudo desses compostos, pois sdo metabdlitos secundarios com diversas estruturas
quimicas e atividades bioldgicas, dentre os quais se destacam os antibioticos. Também
produzem diferentes tipos de compostos com atividades antitumoral, anti-inflamatéria,
antibacteriana e antioxidante (JANARDHAN et al., 2014; BERDY, 2012).

Dentre os produtores de compostos antioxidantes podemos destacar Micrococcus
luteus, a qual é capaz de sobreviver sob condi¢Ges de estresse de temperatura e pouca
quantidade de nutrientes (UMADEVI; KRISHNAVENI, 2013). Esta espécie produz
pigmentos carotenoides que apresentam caracteristicas estruturais muito diferentes
daquelas comumente encontrada em alimentos, tais como um maior nimero de 4&tomos
de carbono, de liga¢bes duplas conjugadas e de grupos hidroxila, o que confere uma
maior atividade antioxidante (NETZER et al., 2010; ALBRECHT et al., 2000;
KLASSEN; FOGHT, 2011).

1.5 CAROTENOIDES

Os carotenoides sdo pigmentos originados da via biossintética dos terpenos, cuja
coloragdo varia do amarelo ao vermelho e sdo encontrados em plantas, animais e
microrganismos. Estes compostos tém atraido o interesse das industrias farmacéuticas,
cosmeética, de alimentos e ra¢Ges ndo so devido a sua coloragdo, mas também por serem
precursores da vitamina A, por suas atividades antioxidantes e possiveis atividades
anticancerigenas (KOPEC et al., 2012).

Os carotenoides séo classificados em carotenos e as xantofilas. Os carotenos séo
compostos somente por atomos de carbono e hidrogénio, como o beta-caroteno e o

licopeno. As xantofilas, por sua vez, sd@o derivados oxigenados dos carotenos como a
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zeaxantina, a cantaxantina, a espiriloxantina, a torularodina e a violaxantina (RIVERA,;
CANELAGARAYOA, 2012; MATA-GOMEZ et al., 2014). Os carotenos s3o apolares
e as xantofilas sdo mais polares, mas ainda insoliveis em agua. Por isso, 0s carotenos
sdo soluveis em solventes apolares como éter de petrdleo, hexano, tolueno, enquanto as
xantofilas sdo melhor solubilizadas em solventes polares como o metanol e etanol
(RODRIGUES-AMAYA, 1999).

A grande maioria dos carotenoides possui 40 carbonos e sdo encontrados nos
alimentos e uma pequena quantidade de carotenoides possui 50 carbonos e sdo
produzidos por um numero restrito de bactérias. Os carotenoides C50 sdo sintetizados
por bactérias da ordem Actinomycetales (NETZER et al., 2010) e por bactérias Gram-
negativas Pseudomonas (MIKI et al., 1994). Entre os carotenoides C50 conhecidos
atualmente encontra-se a sarcinaxantina (NETZER et al., 2010).

Os carotenoides sintetizados por microrganismos tém a funcdo de proteger as
células contra as acOes letais de radiacdo ionizante, radiacdo UV e de perdxido de
hidrogénio. Ou seja, eles podem desempenhar um papel tanto na estabilizacdo da
membrana como também na protecdo contra agentes oxidantes, e por isso estes
compostos sdo essenciais para a sobrevivéncia dos microrganismos principalmente
quando se localizam em ambientes hostis como o da Caatinga (MANDELI et al., 2012).
Os carotenoides apresentam a capacidade de sequestrar espécies reativas de oxigénio
estabilizando o elétron desemparelhado do radical por ressonancia, atuando dessa
forma, como um composto capaz de inibir a oxidacdo de biomoléculas e protegendo os
sistemas biol6gicos contra o dano oxidativo (CERQUEIRA; MEDEIROS; AUGUSTO,
2007).

1.6 ATIVIDADES BIOLOGICAS

O metabolismo da planta pode ser divido em duas fases. O metabolismo
primario geram substancias responsaveis por fazer com que 0s organismos sejam
capazes de viver, crescer e se reproduzir. Dentre eles, estdo as proteinas, 0s
carboidratos, os lipidios e os &cidos nucleicos. Ja as substancias oriundas do
metabolismo secundario expressam a individualidade das espécies e compreendem 0s

compostos que desempenham algum papel importante para o bem-estar da espécie que o
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produz, como a atuagdo na defesa contra predadores (DEWICK, 2002). As aplicacdes
desses metabdlitos para o ser humano sdo variadas, pois podem agir como agentes
antimicrobianos ou antifingicos, redutores do colesterol, imunossupressores,
antiparasitarios, herbicidas, entre outros (VAISHNAV; DEMAIN, 2010).

1.6.1 Atividade Antioxidante

De forma geral, denominam-se antioxidantes as substancias que, quando presentes
em concentragbes baixas, comparadas ao substrato oxidavel, retardam
significativamente ou inibem a oxidagéo do substrato. A acdo dos antioxidantes impede
a propagacdo de radicais através de reacdo em cadeia, sendo neutralizados, formando
produtos estaveis (SOARES, 2002; FLORA, 2009 ).

Enzimas antioxidantes intracelulares e ingestdo de antioxidantes na dieta podem
ajudar a manter uma adequada capacidade antioxidante no organismo (LU et al., 2010 ).
Os antioxidantes naturais podem ser divididos em: enzimaticos e ndo enzimaticos. O
primeiro grupo inclui as enzimas catalase, glutationa peroxidase e superoxido
dismutase; o segundo inclui a glutationa, tidis, algumas vitaminas e metais,
carotenoides, isoflavonas, polifendis e flavonoides (SEIFRIED et al.,, 2007;
CAROCHO; FERREIRA, 2013).

Existem varios métodos para determinar a atividade antioxidante em extratos e
substancias isoladas. Eles diferem entre si quanto ao mecanismo de reacdo, ou seja,
podem neutralizar os radicais livres de diferentes formas, por isso, € necessario avaliar a
capacidade antioxidante através de varios ensaios (ALVES et al., 2010). Um dos mais
usados consiste em avaliar a atividade sequestradora do radical livre 2,2- difenil-1-
picril-hidrazila — DPPH ( Figura 5), de coloracdo purpura, que ao ser oxidado modifica-
se para amarelo. (ROGINSKY; LISSI, 2005 ).
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Figura 5: Forma radicalar (1) e ndo radicalar (2) do DPPH
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Fonte: Alves et al. (2010)

O método ABTS (2,2-azino-bis-(3-etil-benzotiazolina-6-acido sulfénico) determina
a atividade antioxidante total pela captura do radical ABTS-+( Figura 6) . O principio de
reacdo é semelhante ao anterior. A diferenca entre os dois radicais € que o DPPH ¢
soluvel em solventes organicos, enquanto o ABTSe+ ¢ soluvel tanto em dgua como em
solventes organicos (RUFINO et al., 2007).

Figura 6: Estabilizac&o do radical ABTS por um antioxidante e sua formacao pelo persulfato de
potassio

-
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Fonte:Rufino et al (2007)

O método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) é basedo na capacidade de
uma substancia antioxidante reduzir Fe** a Fe** (Figura 7). Essa reagdo ocorre na
presenca de 2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5- triazina (TPTZ) em condicdes acidas, onde ocorre
a formagdo de um complexo corado. Assim este complexo férrico-tripiridiltriazina
(Fe**-TPZ) é reduzido ao complexo ferroso (Fe?*-TPZ) na presenca de um antioxidante
(RUFINO et al., 2006).
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Figura 7: Reducdo do complexo Fe3+ a Fe2+
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Fonte: Rufino et al. (2006)

Por ultimo, o método de descoloramento através de um sistema de co-oxidacdo do
[-caroteno com acido linoleico, é avaliado pela adi¢do de uma amostra antioxidante que
reage com o radical peroxil. O resultado é a peroxidacdo do acido linoleico o que
previne que esse radical abstraia o hidrogénio da molécula instaurada do B-caroteno,
contribuindo para retardar o decaimento da coloragdo do [B-caroteno. Sendo assim,
quanto menor for a diferenca de coloracdo maior sera a atividade antioxidante da
amostra analisada (DUARTE-ALMEIDA et al., 2006 ).

1.6.2 Atividade Fotoprotetora

A protecdo da pele dos efeitos ocasionados pela radiacdo solar é realizada por
cuidados que vao desde a protecdo fisica por meio do uso de roupas, até o uso de
formulacdes cosméticas contendo filtro solar (MALBASA; BARON, 2010; GHAZI et
al., 2011).

Os filtros solares sdo substancias capazes de reduzir os efeitos da radiacdo sobre
a pele por mecanismos especificos tais como: absorcao, reflexdo ou espalhamento da
luz incidente (SAMBANDAN; RATNER, 2011). Estéo classificados em fisicos ou
inorganicos e quimicos ou organicos, e tem relacdo com o mecanismo de acao

envolvido no processo de fotoprotecdo (Figura 8).
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Figura 8: Mecanismo de agdo dos filtros inorgéanicos (A), barreiras fisicas que
refletem a luz; e organicos(B) barreiras quimicas que vao absorver e dissipar o calor.
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Fonte Criado et al. (2012)

Gilabert e Gonzéalez (2010) mostram os avangos na area de fotoprotecdo, com o
uso crescente de antioxidantes (quercetina, resveratrol) e extratos de plantas como
agentes fotoprotetores. A eficacia da protecdo usando substancias extraidas de plantas e
microorganismos vem sendo estudada por metodologias in vitro e in vivo (VELASCO
etal.,, 2011; PETROVA et al., 2011; MENAA; MENAA, 2014 ).

1.6.3 Atividade antimicrobiana

O crescente uso indiscriminado de farmacos antimicrobianos € uma das causas
do aparecimento de cepas bacterianas resistentes em escala mundial (VENTURA et al.,
2016). Essa preocupacdo gera a necessidade de estudos para encontrar novas
substancias com propriedades antimicrobianas (MIKOLASCH et al., 2016).

Desde a antiguidade verifica-se que os produtos naturais exercem uma influéncia
benéfica sobre a salde humana e assim sdo utilizados como adjuvantes terapéuticos
(CHING et al., 2006; HENDRICH, 2006). Por isso, 0 uso de plantas com propriedades
farmacéuticas tem recebido crescente interesse na terapéutica homeopaética e alopética
(MOSSiI et al., 2009).

O termo antibidtico, definido em 1942 por Selman A. Waksman, originalmente
referia-se a qualquer produto microbiano antagonico ao crescimento do microorganismo
(HUGHES; FENICAL, 2010). Um aspecto relevante na determinacdo da atividade
antimicrobiana de uma substancia, € a preocupacdo em relacdo aos aspectos
toxicologicos, microbiolégicos e legais pertinentes aos compostos naturais ou suas
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combinagfes. Atualmente, no entanto, uma distingdo comum utilizada entre os agentes
antibacterianos é a de agentes bactericidas e bacteriostaticos. Substancias bactericidas
causam a morte e a desagregacdo da célula bacteriana e 0s agentes bacteriostéticos
inibem a replicacdo bacteriana sem matar o microrganismo (PINTO et al., 2003). A
distingdo ndo € absoluta, e alguns agentes que sdo bactericidas contra determinados
micro-organismos podem ser bacteriostaticos contra outros e vice-versa (LEEKHA et
al., 2011).

Atualmente, existem varios métodos para avaliar a atividade antibacteriana e
antifngica dos extratos vegetais. Dentre eles destaca-se o teste de difusdo em agar, por
ser de simples execucdo e baixo custo. A técnica de difusdo em disco, aceita pelo FDA
(Food and Drug Administration) e estabelecida como padrédo pelo CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute), consiste em impregnar pequenos discos de papel filtro
com a solucdo em estudo, os quais sdo colocados sobre o meio de cultura sélido
previamente inoculado em placas de Petri com diferentes cargas microbianas. Para
analisar a atividade antimicrobiana em extratos vegetais também € feita a determinagéo
da minima quantidade da substancia necessaria para inibir o crescimento de um micro-
organismo, sendo este valor conhecido por Concentracdo Inibitéria Minima (CIM). Este
método apresenta alta sensibilidade e demanda uma quantidade minima da substancia
teste, possibilitando um maior ndmero de réplicas e, entdo, um aumento na
confiabilidade dos resultados (OSTROSKY et al., 2008)

Apesar dessas técnicas ja estarem bem estabelecidas alguns fatores podem
influenciar na determinacdo da CIM de extratos de plantas sdo eles: técnica aplicada na
preparacdo da substancia teste, 0 microrganismo e a cepa utilizada, a origem da planta, a
época da coleta, se os extratos foram preparados a partir de plantas frescas ou secas € a
guantidade de extrato testada (FENNEL et al., 2004).
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2 OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

Contribuir com os estudos de bioprospec¢do do bioma Caatinga, propondo-se,
realizar uma revisdo ampla sobre a familia Cactaceae e a atividade biologica de seus
metabdlitos, avaliar a atividade antimicrobiana e antioxidante do extrato metanolico de
Cereus jamacaru e realizar uma analise quimica e bioldgica dos pigmentos encontrados

em Micrococcus luteus.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar uma revisdo bibliografica da familia Cactaceae com énfase na
composicao quimica e atividades biologicas.

e Avaliar a atividade antibacteriana do extrato metanolico de Cereus jamacarus,
através da determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) e a
concentracdo bactericida minima (CBM).

e Determinar a atividade antioxidante in vitro do extrato metandlico de
C.jamacaru.

e Realizar a identificacdo bioquimica e molecular do Microccus luteus produtor de
pigmento amarelo.

e Realizar a extragéo e caracterizacdo dos carotenoides de Micrococcus luteus por
técnica cromatogréfica;

e Avaliar as atividades antioxidante, antimicrobiana e fotoprotetora in vitro dos
carotenoides de Micrococcus luteus.
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Cactaceae da Caatinga: uma revisao fitoquimica e

farmacologica

Resumo

A Dbusca por novas moléculas biotivas é crescente, e 0s produtos naturais
desempenham um papel significativo na procura por novos agentes terapéuticos. As
Cactaceas que sobrevivem no ambiente da Caatinga possuem adaptacdes anatémicas,
fisiologicas e consequentemente modificagdes no metabolismo secundério. Neste
contexto esse trabalho teve o objetivo de realizar uma reviséo bibliografica da familia
Cactaceae. Realizou-se um levantamento das espécies encontradas na regido de
Caatinga do Brasil. Diversos trabalhos conseguiram isolar compostos importantes e
varios autores relataram atividade antimicrobiana, antiviral, antiparasitaria e
antioxidante. No entanto varias espécies ndo possuem registros de atividade bioldgica,

mostrando que é necessario estimular estudos quimicos e biolégicos da familia.

Palavra chave: Produtos naturais, Cactos, Antimicrobiano, Antiviral, Antioxidante,

Antiparasitario

1 Cactaceae

A familia Cactaceae compreende 127 géneros e cerca de 1.438 espécies
distribuidas quase exclusivamente na Ameérica tropical e subtropical, do Canada a
Patagbnia. Apenas Rhipsalis baccifera (J.M. Muell.) ocorre apenas na regido
Paleotropica que compreende a regido da Africa tropical (Hunt et al., 2006). Existem
quatro centros de diversidade para as Cactaceae (Taylor & Zappi, 2004). A primeira
area estd no centro do México e sudoeste dos Estados Unidos da América. O segundo
centro encontram-se aproximadamente 18% dos géneros e estd nos Andes, incluindo
partes do Peru, Bolivia, sul do Equador e nordeste do Chile. O terceiro centro de
diversidade esta localizado na area central e sul do Brasil, Paraguai, Uruguai e
Argentinam (Hunt 1992). No Nordeste do Brasil, dominio fitogeografico de Caatinga,
sdo registrados 25 géneros e 125 taxons (95 espécies e 30 subespécies) (Flora do Brasil

2016). Na tabela 1 estdo listadas as espécies de Cactaceas encontradas na Caatinga.



Tabela 1: Lista das espécies de Cactaceas encontradas na regido de Caatinga de acordo com Flora do Brasil (2016).

Espécies

Sinénimos

Arrojadoa albiflora Buining & Brederoo

Arrojadoa bahiensis (P.J.Braun & Esteves) N.P.Taylor & Eggli
Arrojadoa dinae Buining & Brederoo

Arrojadoa marylaniae Soares Filho & M.Machado

Arrojadoa multiflora Ritter

Arrojadoa penicillata (Glrke) Britton & Rose

Arrojadoa rhodantha (Glrke) Britton & Rose

Brasilicereus markgrafii Backeb. & Voll

Brasilicereus phaeacanthus (Giirke) Backeb.

Brasiliopuntia brasiliensis (Willd.) A.Berger

Cereus albicaulis (Britton & Rose) Luetzelb.

Cereus jamacaru DC.

Cereus jamacaru DC. subsp. jamacaru

Cereus jamacaru subsp. calcirupicola (F.Ritter) N.P.Taylor & Zappi
Cipocereus pusilliflorus (Ritter) Zappi & N.P.Taylor

Coleocephalocereus aureus Ritter

Opuntia brasiliensis (Willd.) Haw.
Brasiliopuntia subacarpa Rizzini & A.Mattos
Brasilopuntia brasiliensis (Willd.) A.Berger
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Coleocephalocereus decumbens Ritter

Coleocephalocereus goebelianus (Vaupel) Buining
Coleocephalocereus purpureus (Buining & Brederoo) Ritter
Discocactus bahiensis Britton & Rose

Discocactus catingicola Buining & Brederoo

Discocactus zehntneri Britton & Rose

Discocactus zehntneri Britton & Rose subsp. Zehntneri

Discocactus zehntneri subsp. boomianus (Buining & Brederoo) N.P.Taylor &
Zappi

Epiphyllum phyllanthus (L.) Haw.

Epiphyllum phyllanthus (L.) Haw. subsp. Phyllanthus

Espostoopsis dybowskii (Rol.Goss.) Buxb.

Facheiroa cephaliomelana Buining & Brederoo

Facheiroa cephaliomelana Buining & Brederoo subsp. Cephaliomelana
Facheiroa cephaliomelana subsp. estevesii (P.J.Braun) N.P.Taylor & Zappi
Facheiroa squamosa (Gurke) P.J.Braun & Esteves

Facheiroa ulei (Gulrke) Werderm.

Coleocephalocereus fluminensis subsp. decumbens (Ritter) N.P.Taylor
& Zappi

Discocactus pachythele Buining & Brederoo

Discocactus silicicola Buining & Brederoo

Discocactus piauiensis P.J.Braun & Esteves

Discocactus heptacanthus subsp. catingicola (Buining & Brederoo)
N.P.Taylor & Zappi

Discocactus boomianus Buining & Brederoo

Phyllocactus phyllanthus (L.) Link
Epiphyllum phyllanthus (L.) Haw. var. phyllanthus

Facheiroa tenebrosa P.J.Braun & Esteves
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Harrisia adscendens (Girke) Britton & Rose
Hatiora salicornioides (Haw.) Britton & Rose

Hylocereus setaceus (SalmDyck)
R.Bauer

Leocereus bahiensis Britton & Rose

Melocactus azureus Buining & Brederoo

Melocactus bahiensis (Britton & Rose) Luetzelb.

Melocactus bahiensis (Britton & Rose) Luetzelb. subsp. bahiensis
Melocactus bahiensis subsp. amethystinus (Buining & Brederoo) N.P.Taylor
Melocactus braunii Esteves

Melocactus brederooianus Buining

Melocactus concinnus Buining & Brederoo

Melocactus conoideus Buining & Brederoo

Melocactus deinacanthus Buining & Brederoo

Melocactus ernestii Vaupel
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Hariota salicornioides DC.
Hariota villigera K.Schum.
Cereus setaceus SalmDyck
Selenicereus setaceus (SalmDyck)
Berg

Selenicereus rizzinni Scheinvar
Cereus triangularis K.Schum.

Heliocereus coccineus (DC.)Scheinvar

Melocactus azureus Buining & Brederoo subsp. Azureus

Melocactus longispinus Buining & Brederoo
Melocactus erythracanthus Buining & Brederoo

Melocactus interpositus Ritter



Melocactus ernestii subsp. longicarpus (Buining & Brederoo) N.P.Taylor
Melocactus ernestii Vaupel subsp. Ernestii
Melocactus ferreophilus Buining & Brederoo

Melocactus glaucescens Buining & Brederoo

Melocactus inconcinnus Buining & Brederoo

Melocactus lanssensianus P.J.Braun

Melocactus levitestatus Buining & Brederoo

Melocactus oreas Mig.

Melocactus oreas Mig. subsp. Oreas

Melocactus oreas subsp. cremnophilus (Buining & Brederoo) P.J.Braun
Melocactus pachyacanthus Buining & Brederoo

Melocactus pachyacanthus Buining & Brederoo subsp. pachyacanthus
Melocactus pachyacanthus subsp. viridis N.P.Taylor

Melocactus paucispinus Heimen & R.J.Paul

Melocactus salvadorensis Werderm.

Melocactus sergipensis N.P.Taylor & M.V.Meiado

Melocactus violaceus Pfeiff.

Melocactus violaceus subsp. ritteri N.P.Taylor

Melocactus zehntneri (Britton & Rose) Luetzelb.

Micranthocereus dolichospermaticus (Buining & Brederoo) F.Ritter

Micranthocereus flaviflorus Buining & Brederoo

Melocactus azureus subsp. ferreophilus (Buining & Brederoo)
N.P.Taylor

Melocactus lanssersianus P.J.Braun

Melocactus saxicola Diers & Esteves
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Micranthocereus polyanthus (Werderm.) Backeb.
Micranthocereus polyanthus subsp. alvini M.Machado & Hofacker
Micranthocereus polyanthus (Werderm.) Backeb. subsp. Polyanthus
Micranthocereus purpureus (Gurke) F.Ritter

Micranthocereus streckeri Van Heek & Van Criek.

Nopalea cochenillifera (L.) SalmDyck

Opuntia ficusindica(L.) Mill.

Pereskia aculeata Mill.

Pereskia aureiflora Ritter

Pereskia bahiensis Girke

Pereskia bleo (Kunth) DC.

Pereskia grandifolia Haw.

Pereskia grandifolia Haw. subsp. grandifolia

Pereskia stenantha Ritter

Pilosocereus azulensis N.P.Taylor & Zappi

Pilosocereus brasiliensis (Britton & Rose) Backeb.

Pilosocereus catingicola (Gurke) Byles & Rowley

Pilosocereus catingicola (Gurke) Byles & Rowley subsp. catingicola
Pilosocereus catingicola subsp. salvadorensis (Werderm.) Zappi
Pilosocereus chrysostele (Vaupel) Byles & G.D.Rowley

Pilosocereus densiareolatus F.Ritter

Peireskia aculeata Plum.

Pereskia grandiflora Haw.

Peireskia grandifolia Haw.
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Pilosocereus flavipulvinatus (Buining & Brederoo) Ritter
Pilosocereus flexibilispinus P.J.Braun & Esteves
Pilosocereus floccosus Byles & Rowley

Pilosocereus floccosus subsp. quadricostatus (Ritter) Zappi
Pilosocereus glaucochrous (Werderm.) Byles & G.D.Rowley
Pilosocereus gounellei (F.A.C.Weber) Byles & Rowley

Pilosocereus gounellei (F.A.C.Weber) Byles & Rowley subsp. gounellei

Pilosocereus magnificus (Buining & Brederoo) Ritter
Pilosocereus multicostatus Ritter

Pilosocereus pachycladus F.Ritter

Pilosocereus pachycladus F.Ritter subsp. Pachycladus
Pilosocereus pachycladus subsp. pernambucoensis (Ritter) Zappi
Pilosocereus pentaedrophorus (Cels) Byles & Rowley
Pilosocereus  pentaedrophorus (Cels) Byles & Rowley
Pentaedrophorus

Pilosocereus pentaedrophorus subsp. robustus Zappi
Pilosocereus piauhyensis (Glrke) Byles & G.D.Rowley
Pilosocereus splendidus Ritter

Pilosocereus tuberculatus (Werderm.) Byles & G.D.Rowley
Pseudoacanthocereus brasiliensis (Britton & Rose) Ritter
Quiabentia zehntneri (Britton & Rose) Britton & Rose

subsp.

Pilocereus floccosus Backeb. & Voll

Pilosocereus cenepequei Rizzini & A.Mattos

Pilosocereus subsimilis Rizzini & A.Mattos

Pilosocereus pentaedrophorus subsp. robustos Zappi

Pseudoacanthocereus boreominarum Rizzini & A.Mattos
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Rhipsalis floccosa SalmDyck ex Pfeiff.

Rhipsalis floccosa subsp. oreophila N.P.Taylor & Zappi
Rhipsalis hileiabaiana N. Korotkova & Barthlott
Rhipsalis lindbergiana K.Schum.

Rhipsalis paradoxa (SalmDyck ex Pfeiff.) SalmDyck
Rhipsalis paradoxa subsp. septentrionalis N.P.Taylor & Barthlott
Rhipsalis russellii Britton & Rose

Stephanocereus leucostele (Glirke) A.Berger
Stephanocereus luetzelburgii (Vaupel) N.P.Taylor & Eggli
Tacinga braunii Esteves

Tacinga funalis Britton & Rose

Tacinga inamoena (K.Schum.) N.P.Taylor & Stuppy

Tacinga palmadora (Britton & Rose) N.P.Taylor & Stuppy
Tacinga saxatilis (Ritter) N.P.Taylor & Stuppy

Tacinga saxatilis subsp. estevesii (P.J.Braun) N.P.Taylor & Stuppy
Tacinga subcylindrica M.Machado & N.P.Taylor

Tacinga werneri (Eggli) N.P.Taylor & Stuppy

Rhipsalis baccifera subsp. hileiabaiana N.P.Taylor & Barthlott

Opuntia rubescens K.Schum.

Tacinga inamoena (K.Schum.) N.P.Taylor & Stuppy subsp. Inamoena

Opuntia inamoena K.Schum.

Opuntia palmadora Britton & Rose

Tacinga inamoena subsp. subcylindrica M.Machado & N.P.Taylor
Opuntia werneri Eggli
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2 Perfil Fitoquimico das Cactaceas

Com relacéo ao perfil fitoquimico das cacticeas, dentre as espécies citadas na
Tabela 2, duas se sobressaem como as mais estudadas Opuntia ficus-indica e Pereskia
bleo. A espécie O. ficus-indica se evidencia como uma boa fonte natural de energia,
nutrientes e antioxidantes como a vitamina C (El-Samahy et al., 2006), valores
significativos de vitaminas A, B1, B6 e E também foram relatados (Hassan et al.,2011).

A baixa acidez aliada ao alto teor de aglcar faz desta espécie um adequado
aditivo na producdo de diversos alimentos (agucares 88%; proteinas 4,5%, fibras 1,4%,
pectinas 2,3%) (El-Samahy et al., 2006; Salim et al., 2009), e alguns de seus compostos
podem vir a ser usados também como corantes alimentares, dentre eles estdo o0s
pigmentos como betanina foram relatados e isolados (Butera et al.,2002; Salim et al.,
2009; Kaur et al., 2012)

Butera et al. (2002) afirmam que betanina é responsavel pela cor vermelha dos
frutos e que associado a pigmentos polifendlicos oferecem uma cor amarelada. Os
pigmentos betanina e indicaxantina foram isolados e se mostraram mais promissores
gue o Trolox na atividade antioxidante.

Kim et al. (2016) concentraram-se em apenas isolar compostos de interesse
(Tabela 2) mas néo relataram ensaios biologicos. Hassan et al. (2011) relataram que o
suco do fruto de O. ficus-indica possui potencial de restaurar tecidos do figado,
pancreas e rim apos danos. Atraves de estudos com ratos foi possivel evidenciar que
valores de superdxido dismutase, glutationa reduzida, colesterol HDL, proteina e
glicogénio hepético voltaram aos seus niveis normais apds o tratamento com O. ficus-
indica. Os compostos registrados sdo altos niveis de fendis, flavonoides, carotenoides,
vitaminas e aminoacidos livres, no entanto ndo se provou quais grupos de compostos
sdo o0s responsaveis pelas atividades citadas (Hassan et al., 2011).

Extrato em acetato de etila e compostos isolados das folhas de Pereskia bleo
tiveram sua atividade citotoxica analisada frente a diferentes linhagens celulares (KB,
MCF7, Caski, HCT 116, A549 e MRC-5). O composto 2,4-di-terc-butifenol (Tabela 2)
mostrou-se como 0 mais promissor, apresentou baixa citotoxicidade frente a células
normais (Malek et al. 2009). Ja Guilhon et al. (2015) trabalharam com folhas e isolaram

sitosterol e vitexina, ambos mostraram atividade antinociceptiva.
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Antunes-Ricardo et al. (2015) avaliaram o extrato do cladédio P. bleo e seus respectivos compostos isolados em atividades in vitro e in

vivo. A producéo de 6xido nitrico foi testado em células RAW 264.7 e estimulado com lipopolissacarideo, e osestudos in vivo foram realizadas

pelo modelo de edema de ouvido induzido por 6leo de créton. O extrato e o isolado isorhametina-glucosil-rhamonoida (IGR) suprimiram a

producdo de éxido nitrico in vitro (125ng/mL) sem afetar a viabilidade celular, da mesma forma IGR inibiu o edema de ouvido (77+ 5,7%)

igualando aos efeitos da indometacina (69 + 5,3%). Tanto o IGR como o extrato inibiram também a producdo de Cox-2, TNF a e IL-6. Desta

forma o composto isolado IGR se mostrou um potencial anti-inflamatério.

Tabela 2: Espécies da familia Cactaceae e os compostos ja identificados

Espécie Composto isolado Estrutura Tecido Referéncia

Pereskia bleo Dihidroactini-diolida H Folhas Malek et al. (2009)

Pereskia bleo [ —sitosterol Folhas Malek et al. (2009)
Abdul-Wahab et al.(2012)




Pereskia bleo

Pereskia bleo

Pereskia bleo

Pereskia bleo

Pereskia bleo

Pereskia bleo

2,4-di-terc-butilfenol

o —Tocoferol

Phytol

3,4-dimetoxi-Beta-fenetilamina

Mescalina

3-metoxitiramina

OH

Folhas

Folhas

Folhas
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Malek et al. (2009)

Malek et al. (2009)

Malek et al. (2009)

Doetsch et al. (1980)
Doetsch et al. (1980)

Doetsch et al. (1980)



Pereskia bleo

Pereskia bleo

Pereskia grandifolia

Opuntia ficus-indica

Opuntia ficus-indica
Opuntia ficus-indica
Opuntia ficus-indica

Vitexina

Sitosterol
2 ,4-di-tert-butilfenol

Isorhamnetina 3-O-B-D-
glucopiranésido

Narcissin
Benzil-O-B-D-glucopiranésido

Picein

OH
| LH- -Bu
o
t-Bu
o]
HO
o]
0]
OH

Folhas

Frutos

Frutos
Frutos

Frutos
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Abdul-Wahab et al. (2012)
Guilhon et al.(2015)

Guilhon et. al. (2015)
Malek et al. (2009)

Kim et al. (2016)

Kim et al.(2016)
Kim et al. (2016)
Kim et al. (2016)



Opuntia ficus-indica

Opuntia ficus-indica

Opuntia ficus-indica

Opuntia ficus-indica

Androsin

1-O-feruloil-p-D-glucopirandsido
Isorhamnetina-glucosil-pentosida
(IGP)

Betanina

O.-"
HO o 0
HO “OH
OH (8]

OCH,

‘/- :
HO-_ ‘ o~ ‘
O-GLU-PEN

Frutos

Frutos
Cladddio

Frutos
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Kim et al.(2016)

Kim et al.(2016)
Antunes-Ricardo et. al (2014)

Sreekanth et al.(2007)
Butera et al.(2002)
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3 Lectinas de Cactaceas

Lectinas sdo proteinas ou glicoproteinas de origem n&o-imunoldgica que
possuem pelo menos um dominio ndo-catalitico que se liga reversivelmente a
monossacarideos ou oligossacarideos especificos (Lam; Ng, 2011). O dominio de
reconhecimento a carboidrato (CRD) nas lectinas forma uma estrutura “double-loop”
estabilizada por duas pontes dissulfeto altamente conservadas, localizadas na base dos
loops; propiciando a ligacdo das lectinas aos carboidratos sollUveis ou a uma porcao
glicidica presente em uma glicoproteina ou glicolipidio, fazendo com que as mesmas
normalmente aglutinem certas células animais e/ou precipitem glicoconjugados
(Movafagh et al., 2013; Gasmi et al., 2017).

As lectinas sdo amplamente distribuidas na natureza, podendo ser encontradas
como mondémeros, homo- e heterodimeros, bem como moléculas homo- e
heterotetrameéricas; ja foram isoladas de virus, fungos, bactérias, invertebrados,
organismos unicelulares, animais e plantas (Dias et al., 2015). As lectinas de plantas
constituem proteinas importantes para sua defesa, pois essas moléculas bioativas sdo
capazes de reconhecer e interagir com carboidratos especificos oriundos de organismos
invasores ou de estruturas da parede de células vegetais danificadas (Lannoo; Van
Damme, 2014). Essas lectinas de plantas tém se apresentado como valiosas ferramentas
nas pesquisas biomédicas, devido a sua capacidade de ligar-se aos glicanos de
receptores nas superficies celulares podendo desencadear sinalizacdo celular e respostas
bioguimicas (Souza et al., 2013).

A maioria das lectinas de plantas é encontrada como proteinas de
armazenamento nas sementes, mas também ja foram purificadas de outros 6rgaos
incluindo bulbo, tubérculo, cascas, folhas e frutos (Ingale; Hivrale, 2013). Essas
proteinas ligadoras de carboidratos estdo presentes em muitas familias de plantas e sdo
mais abundantes na familia Fabaceae (John et al., 2013).

A Figura. 1 ilustra o processo de purificacdo de lectina a partir de uma planta
pertencente a familia Cactaceae (Figura 1a). Na investigacdo da presenca de lectinas no
extrato da planta (Figura 1b) deve-se fazer o ensaio da hemaglutinacgdo, conhecido como
atividade hemaglutinante (HA), como ilustra a Figura 1c. As lectinas interagem com
por¢des de acucar na superficie dos eritrdcitos interligando-os (aglutinagdo) formando
uma rede ou malha de hemaécias. Para indicar a especificidade da lectina a ser purificada

se faz necessario realizar um ensaio chamado de inibicdo da HA conforme é mostrado
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na Figura 1d. Neste ensaio de inibicdo, utiliza-se carboidratos em diferentes
concentragcdes capazes de impedir a aglutinacdo e, assim, determinar a afinidade e
especificidade da lectina de interesse (Adamova et al., 2014).

Geralmente o extrato bruto contendo a lectina passa por um fracionamento
preliminar, por exemplo por precipitacdo com sulfato de aménio, com o intuito de obter
um fracdo proteica desprovida de componentes indesejaveis como polissacarideos. A
purificagdo final é realizada por meio da cromatografia (Figura 1e),sendo usualmente
utilizada a cromatografia de afinidade em adsorventes constituidos por sistemas
poliméricos e 0s mais usuais sdao a base de polissacarideos tal como a Sephadex
(Karnchanatat, 2012). Depois adiciona-se um eluente especifico para obter a lectina
pura (Figura 1f).

Figura 1 Etapas da purificagéo de lectina a partir do Cactaceas. O processo inicia-se pela
obtencdo do drgdo ou tecido do Cactus (a) que passa pelo processo de extracdo até obter um
extrato bruto que contém a lectina juntamente com outras moléculas (b). O ensaio de HA é
realizado para a identificacdo de lectina no extrato que consegue se ligar aos carboidratos na
superficie dos eritrécitos promovendo a interligacdo dessas células (c). A inibi¢do de HA ocorre
quando um carboidrato especifico passa a se ligar a lectina e esta deixa o sitio de ligacdo nos
eritrocitos (d). A puricacgdo final ocorre geralmente ap6s um fracionamento do extrato bruto e a
fracdo proteica é submetida a coluna cromatografica (e) para depois a lectina pura ser eluida da
coluna através de um eluente especifico (f)
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Poucas lectinas tém sido extraidas das cactaceas, as primeiras foram duas
isolectinas obtidas do caule de Machaerocereus eruca, denominadas de MEA, e MEA,,

através da cromatografia de afinidade mucina-Sepharose 4B, ambas com especificidade
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pela galactose com alta afinidade por O-glicanos (Zenteno et al. 1988; Zenteno et al.,
1995). A combinacgdo da cromatografia de interacdo hidrofébica com a cromatografia de
afinidade numa coluna com eritrocitos humanos imobilizados levou ao isolamento e
purificacdo de quatro isolectinas (ME-C2, -D2, -E2 e -F2) do caule de M. eruca, as
quais promoveram uma supressdo da resposta imune humoral nesses animais em
resposta aos antigenos particulados (Zenteno et al., 1991).

Outra lectina que também foi isolada de uma espécie pertencente a familia
Cactaceae € a OfiL, purificada dos cladodios de Opuntia ficus indica pela cromatografia
em coluna de quitina e Sephadex G-25, sendo um Unico polipetideo com massa
molecular de 8.4 KDa. OfiL apresentou atividade antifungica frente a Colletotrichum
gloeosporioides, Candida albicans, Fusarium decomcelulare, F. lateritium, F.
moniliforme, F. oxysporum e F. solani (Santana et al., 2009). OfiL também apresentou
atividade termiticida contra operarios e soldados Nasutitermes corniger, mostrando-se
como uma nova ferramenta para o controle dessa espécie de cupim (Paiva et al., 2011).

Uma grande diversidade de aplicacGes bioldgicas € atribuida para as lectinas de
plantas, como por exemplo, sendo mediadores da resposta inflamatéria e imune;
possuindo acdo cicatrizante, antimicrobiana e antitumoral; atuando como marcadores
histoquimicos e em biossensores de doengas (Coelho et al., 2017). Diante desta gama de
aplicacbes e do infimo numero de investigagdes sobre lectinas em cacticeas, é
necessario mais pesquisas para tentar identificar e isolar essas proteinas bioativas em

espécies de cactos que podem ter um potencial uso biotecnoldgico.

4 Atividade Bioldgica

4.1Atividade Antimicrobiana

O homem ja utiliza produtos naturais como adjuvantes terapéuticos, desde a
antiguidade (Ching et al., 2006; Hendrich, 2006).0 termo antimicrobiano engloba uma
grande variedade de agentes farmacéuticos que incluem drogas antibacterianas,
antifungicas, antivirais e antiparasitarias.  Destes, 0s agentes antibacterianos e
antifungicos sdo 0s mais comumente utilizados e, portanto, € o foco de diversos
trabalhos cientificos (Leekha et al., 2011).

Dos métodos utilizados para determinacdo da atividade antimicrobiana destaca-
se 0 teste de difusdo em agar, por ser de simples execucdo e baixo custo. Consiste em

impregnar pequenos discos de papel filtro com a solu¢do em estudo, os quais s&o
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colocados sobre o meio de cultura solido previamente inoculado em placas de Petri
com diferentes cargas microbianas. Para analisar a atividade antimicrobiana em extratos
vegetais também é feita a determinacdo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM),a
qual é definida pela quantidade da substancia teste necessaria para inibir o crescimento
de um microrganismo, além deste determina-se a Concentracdo Bactericida Minima
(CBM), que define a concentracdo minima utilizada da substancia teste que causa morte
bacteriana. Estes métodos apresentam alta sensibilidade e demanda uma quantidade
minima de substancia teste, possibilitando um maior nimero de réplicas e, entdo, um
aumento na confiabilidade dos resultados (Ostrosky et al., 2008).Existem diversos
estudos que mostram a eficacia antimicrobiana da familia Cactaceae. Na tabela 3
podemos observar os estudos realizados com Cactaceas e sua acdo frente a

microorganismos patogénicos.



Tabela 3: Espécies da familia cactaceae que ja foram estudadas com atividade antimicrobiana contra 0s micro-organismos listados.
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Cactaceae Microrganismo Referéncias
Streptococcus epidermidis
Cereus jamacaru Staphylococcus aureus Davet et al. (2009)

Epiphyllum oxypetalum

Hylocereus monacanthus

Hylocereus sp.

Hylocereus polyrhizus
Hylocereus undatus

Pseudomonas aeruginosa
Escherichia coli

Escherichia coli
Staphylococcus aureus
Klebsiella pneumonia
Bacillus subtilis

Salmonella typhi

Escherichia. coli,
Staphylococcus aureus,
Streptococcus epidermidis,
Salmonella enterica,
Klebsiella pneumoniae,
Candida albicans,
Aspergillus niger,
Pseudomonas aeruginosa

Bacillus cereus
Staphylococcus aureus,
Listeria monocytogenes ,
Enterococcus faecalis,
Salmonella typhimurium,
Escherichia coli ,
Klebsiella pneumoniae,
Yersinia enterocolitica,
Campylobacter jejuni

Upendra and Khandelwal (2012)

Escobar et al. (2010)

Torres- Olvera et al. (2014)

Nurmahani et al. (2012)



Nopalea cochenillifera

Opuntia dillenii

Escherichia coli,
Salmonella enterica,
Candida albicans,
Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis,
Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa,
Saccharomyces cerevisiae
Salmonella typhi,
Micrococcus sp.,

Candida glabrata ,
Prototheca zopffi,
Cryptococcus neoformans,
Saccharomyces cervisiae
Malassezia furfur.

Bacillus lichenformis,
Brevibacterium leuteum,
Escherichia coli,
Flavobacterium devorans,
Klebsiella pneumonia,
Micrococcus flavum,
Micrococcus leuteum,
Rhodococcus terrae,
Salmonella typhi,
Shigella boydi,

Shigella flexneri,
Shigella sonei,
Staphylococcus faecalis,
Staphylococcus aureus
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Gomez- Flores et al. (2006);
Héauad- Marroquin (2008)
Necchi et al.(2012)

Kumaar et al. (2013)



Opuntia ficus-indica

Opuntia stricta

Opuntia matudae

Opuntia albicarpa

Pereskia grandifolia

Pereskia aculeata

Pilosocereus gounellei

Staphylococcus aureus ,
Staphylococcus epidermidis,
Bacillus cereus,
Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli,
Salmonella sp.,

Candida albicans,

Listeria monocytogenes,
Saccharomyces cerevisiae

Staphylococcus aureus,

Escherichia coli

Candida albicans,

Bacillus cereus,

Bacillus licheniformis, Pseudomonas aeruginosa

Escherichia coli

Candida albicans
Escherichia coli,
Staphylococcus aureus,
Listeria monocytogenes,
Pseudomonas aeruginosa,
Saccharomyces cerevisiae

Staphylococcus aureus
Enterococcus faecalis

Staphylococcus aureus,
Micrococcus luteus,
Mycobacterium smegmatis
Enterococcos faecalis

Dhaouadi et al. (2013)
Ramirez-Moreno et al. (2017)

Shafiei et al. (2013)
Moosazadeh et al. (2014)

Hayek and Ibrahim (2012)

Ramirez-Moreno et al. (2017)

Vicente et al. (2016)
Santos et al. (2010)

Oliveira (2011)
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4.2 Atividade Antiviral

Devido ao aumento na demanda de pesquisas que envolvem o controle e
tratamento de patologias que sdo causadas por virus, ocorreu um aumento significativo
na investigagédo a respeito do uso de plantas que possuem atividades antivirais (Di Stasi
et al., 1996; Yunes; Calixto, 2001; Maciel et al., 2002).

Dentre as Cactaceae presentes no semiarido brasileiro existem poucos relatos a
respeito da atividade antiviral, sendo o género Opuntia foi o Unico que apresentou testes
relacionados a essa atividade. Inicialmente foi encontrado o efeito antiviral através do
extrato bruto de Opuntia streptacantha por Ahmad et al. (1996). Apds a publicacdo
desse trabalho outras espécies de Opuntia foram investigados e também foram
encontrados relatos de atividade viral, como na Opuntia ficus-indica, a qual foi isolada
uma proteina do cladoéide que inibiu o virus do mosaico do pepino (CMV), o virus do
mosaico amarelo de Zucchini e o virus do mosaico do Tabaco. Essa proteina interagia

com o acido nucléico viral, na analise Western blot (Rasoulpour et al., 2017).

Esse relato foi bastante significativo para comunidade cientifica porque mostrou
o efeito inibitério do extrato bruto da O. ficus-indica contra diversos virus:
Tobamovirus, Potyvirus e Cucumovirus. Opuntia ficus-indica € uma fonte de atividade
antiviral e o0 encorajamento para que novas pesquisas sejam feitas ndo apenas com o
género Opuntia, mas também com todas as Cactaceae € de grande importancia para a

comunidade cientifica.

4.3 Atividade Antiparasitas

Os seres humanos sdo atingidos por uma série de doencas causadas por
protozodrios parasitas e vermes helmintos. O nimero notavel de espécies que podem
infectar o ser humano é de cerca de 300 vermes helmintos e 100 protozoarios. Nem
todos esses organismos sdo patégenicos, mas alguns sdo responsaveis pelas doencas
mais importantes do mundo, principalmente nos tropicos (Cox, 2004). Segundo a OMS
(Organizacdo Mundial de Saude), quase metade da populacdo mundial esta em risco de
infecgOes parasitarias graves, como a malaria, com centenas de milhGes de pessoas
sendo infectadas a cada ano. Em 2015, foram estimados 214 milhdes de casos de
malaria em todo o mundo e 438.000 mortes, principalmente criangas na Regido
Africana (CDC, 2017).
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Os produtos naturais fornecem uma alternativa eficiente para tratamento da
infeccdo por parasitas. Como demonstrado por Newman e Cragg (2016), de 1981 a
2014, 65% por cento dos novos medicamentos aprovados para tratamento
antiparasitario foram produtos naturais ou derivados, demonstrando seu potencial como
uma nova estratégia.

Melocactus zehntneri, M. bahiensis e Opuntia palmadora s&o usados para tratar
a helmintiase e a amebiase por comunidades locais (Almeida et al., 2005; Lucena et al.,
2013; Silva et al., 2014). No entanto, hd uma enorme lacuna na atividade anti-parasitaria
de plantas da familia Cactaceae. Poucos estudos foram encontrados na literatura, além
disso estes estudos demonstraram atividade anti-parasitaria de extratos brutos, sem
identificacdo dos compostos responsaveis.

O estudo realizado por Vatta et al. (2011) demonstrou o efeito de Cereus
jamacaru contra Haemonchus contortus e Trichostrongylus colubriformis, helmintos de
gado. Infectaram experimentalmente as ovelhas com larvas de terceiro estagio (L3) de
uma populagdo de H. contortus e T. colubriformis susceptiveis a antihelmintico. Apds
administracdo de C. jamacaru, as amostras foram submetidas a um método de contagem
experimental fecal utilizando uma técnica McMaster modificada. Com base neste ensaio
in vivo, C. jamacaru foi eficaz na redugdo da contagem de ovos em 18 a 65% durante
49 dias da experimentacao.

Em outro estudo, um grande nimero de plantas (281 plantas) foram testadas in
vitro para atividade anti-esquistossomico.Foram utilizadas diversas partes das plantas de
C. jamacaru, O. leucotricha, O. tomentosa e Pereskia aculeata. As folhas de C.
jamacaru tiveram atividade IC50 e 1C90 foram 45 e 70 ppm, respectivamente (Yousif et
al., 2007). Além disso, Singh et al. (2011) demonstraram que o extrato de O. dillenii
afetou a proliferacdo de promastigotas de Leishmania donovani, mostrando o potencial
deste género como leishmanicida.

Plantas da familia Cactaceae, apresentam alcalGides e esterdis e / ou triterpenos
na sua composicdo. Estes compostos apresentam atividade contra Trichomonas
vaginalis (Innocente et al., 2014; Vieira et al., 2016), agente etiol6gico da tricomoniase,
a doenga sexualmente transmissivel ndo viral mais prevalente. Os alcaloides de
Melocactus zehntneri foram ativos contra T. vaginalis, entretanto, neste estudo, o
alcaldide responsavel pela atividade antiparasitaria ndo foi identificado (Brandéo et al.,
2016)
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O pB-sitosterol € um composto que foi identificado em O. ficus-indica (Park;
Chun, 2001). Este composto possui importante atividade contra Leishmania sp., P.
falciparum Trypanosoma brucei rhodesiense, Trypanosoma cruzi, Leishmania donovani
(Kirmizibekmez et al., 2011, Graziose et al., 2012).

4.4 Atividade Antioxidante

A familia Cactaceae tem sido objeto de pesquisas cientificas com objetivo de
rastrear substéncias bioativas (Dantas et al., 2016; Smida et al., 2017), extratos de
diferentes partes de plantas tem apontado um alto potencial antioxidante proveniente
dos mais variados grupos de metabdlitos secundarios, assim como outras atividades
bioldgicas, como a acdo citotdxica, atreladas a producdo e ao combate de radicais livres,
como por exemplo atividade anti-tumoral e anti-inflamatério (Rahman, 2008). Estudos
antioxidantes apontam esta familia como uma das mais relevantes fontes de classes de
compostos secundarios como fendis e polifendis (Jiménez-Aspee, et al 2014; Dantas et
al.,, 2016;) e apresentam substancias conhecidamente ja envolvidas em atividades
antioxidantes como acido ascorbico, licopeno, beta caroneto e quercetina (Sim et al.
2010 ; Hassanbaglou et al. 2012)

Segundo Allai, et al 2016, espécies como Opuntia ficus-indica podem ser
utilizadas para impedir o estresse oxidativo em sémen de animais como carneiros e
ovelhas. O acumulo de &cidos graxos no citoplasma celular desses animais faz do
espermatozoide mais sensivel ao estresse oxidativo. (Alvarez et al 1987), agindo
também para impedir a fragmentacdo do DNA e preservando outras estruturas células
que envolvem o combate aos radicais livres e também em adicdo ao efeito de outros
conservantes ja utilizados no processo de conservacao. (Allai, et al 2016).

A familia Cactaceae apresenta substancial importancia na acdo antioxidante de
compostos presentes na dieta. O consumo de frutos ou produtos derivados deles trazem
beneficios quando associados aos vegetais da dieta, trazendo diversos beneficios a saude
humana (Kuti, 2004). As analises dos constituintes com atividade antioxidante presentes
em frutos de cacto determinou que o acido ascorbico, fendis, carotendides e flavonoides
como a quercetina estdo entre os principais compostos presentes nessas especies com
importancia nutricional (Fernandez-Lopez, et al 2010). Adicionalmente, o0s
antioxidantes presentes em algumas espécies em sinergismo com pigmentos e outras
substancias quimicas podem estar associados a outras atividades bioldgicas interligadas
ao combate dos ROS (Zampini et al.2011).
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5 Concluséo

Com este trabalho pode-se observar que sdo poucos os relatos na literatura
quando comparado o nimero de espécies da familia Cactaceae. Contudo os dados
encontrados sugerem que este grupo pode ser de grande interesse para novos estudos
com objetivo de encontrar novas biomoléculas Asssim espera-se que este trabalho

estimule novos estudos sobre a familia Cactaceae.
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Atividades antimicrobiana e antioxidante de extrato metandlico de Cereus

jamacaru DC. (Cactaceae)

Resumo

Cereus jamacaru (mandacaru) é uma espécie pouco estudada do ponto de vista quimico
e farmacoldgico. Este estudo objetivou realizar uma analise fitoquimica, avaliando
atividade antimicrobiana e antioxidante do extrato metandlico de mandacaru. Atraves da
analise por cromatografia em camada fina (TLC), foi verificada a presenca de
flavonoides, fenilpropanoides, monoterpenos, triterpeno e esteroides. A atividade
antimicrobiana foi obitida por Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo
Bactericida Minima (CBM). O extrato metandlico em concentragdes Para determinar a
atividade antimicrobiana Obteve-se atividade bactericida variando entre 0,39-12,5
mg.ml™ contra Streptococcus mutans, Streptococcus salivarius, Streptococcus sanguis,
Streptococcus mitis, Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Apresentou atividade
antioxidante pelo método DPPH (2,2- difenil-1-picril-hidrazila) e ABTS(2,2-azino-bis-
(3-etil-benzotiazolina-6-a4cido sulfénico). Estes resultados mostram que Cereus
jamacaru é uma espécie promissora com relacdo a compostos bioativos.

Palavras chave: Cactéceas, Caatinga, Antibacteriano, Fitoquimico, Estafiloxantina.

1 Introdugéo

A biodiversidade da flora brasileira tem levado a crescente busca por produtos
naturais de origem vegetal, como uma alternativa para a producdo de compostos
bioativos (Coutinho et al. 2004). A familia Cactaceae é uma das mais importantes
faner6gamas encontradas na Caatinga, onde 44 espécies sdo endémicas. (Taylor et al.

2015).
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O cacto Cereus jamacaru, conhecido popularmente por mandacaru, € endémico do
Brasil (Silva 2015). Estudos in vitro mostraram que extratos etandlicos de mandacaru
possuem atividade antibacteriana (Davet et al. 2009). Estudos fitoquimicos mostraram
que em C. jamacaru foram encontrados alcaloides como a tiramina (Brhun & Lindgren,
1976), kaempferol (Burret et al. 1982), hordeina, N-metiltiramina e esterdis como o f3-
sitosterol, (Davet et al. 2009), acido acético, canfora, cisteina e geranilacetona (Schwarz

et al. 2010).

Os produtos naturais sdo a maior fonte de compostos antimicrobianos. Um
grande nimero de plantas, microrganismos e organismos marinhos tém sido avaliados
quanto a producdo de compostos com atividade bioldgica (Firakova et al. 2007 ). E
importante que 0s compostos antimicrobianos provenientes de fontes naturais
apresentem atividade comparada a dos compostos antimicrobianos tradicionalmente
utilizados, possuam menor toxicidade, sejam mais eficazes contra a resisténcia de
microrganismos patogénicos e apresentem menor impacto ambiental (De Bona et al.
2014).

De forma geral, denomina-se antioxidante a substancia que em concentragdes
baixas, comparadas ao substrato oxidavel, retardam ou inibem a oxidacdo do substrato
(Soares 2002). Dentre os antioxidantes naturais, destacam-se as vitaminas C e E, os
carotenoides e os compostos fenolicos, especialmente os flavonoides, antioxidante mais
abundante na alimentacdo (Podsedek 2007). A atividade antioxidante dos compostos
fendlicos deve-se principalmente as suas propriedades redutoras e estrutura quimica.

Considerando o desafio que é a descoberta de novos farmacos a partir de plantas
e poucas pesquisas de atividade biologica do mandacaru, este trabalho teve como
objetivo realizar uma avaliacdo do potencial antimicrobiano e antioxidante in vitro do

extrato metandlico de Cereus jamacaru.
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2 Material e método

2.1 Material Botanico

A espécie Cereus jamacaru foi coletada em area de transicdo entre o Agreste e
Sertdo do Estado de Pernambuco, previamente identificada e a exsicata depositada no
Herbario Dardano De Andrade Lima e recebeu numero de voucher 85028.

As hastes de mandacaru foram cortadas em pequenos pedacos, deixado a
sombra em temperatura ambiente durante 24h. Em seguida foi colocado na estufa a

35°C durante 7 dias, posteriormente triturada a po.

2.2 Preparacao do Extrato

Para o preparo do extrato o material moido foi colocado em agitagdo com
solvente Metanol, durante 24hs e o processo repetido até que ndo fosse observada
coloracdo no solvente. O extrato foi concentrado em evaporador rotatdrio sob pressao
reduzida (40 °C), e posteriormente diluido em &gua destilada autoclavada para obtenc&o

de uma solucdo com concentracéo inicial de 200mg/mL.

2.3 Screnning fitoquimico

O rastreio fitoquimico do extrato foi realizado por cromatografia em camada fina
(TLC) em placas de silica (60F254, aluminio, espessura de 200 um, 10,0 x 5,0 cm,
Macherey-Nagel, Ref. 818160, Alemanha). A presenca de flavonoides,
fenilpropandides, alcaldides, terpenos, esterdides, cumarinas, quinonas e
proantocianidinas foram investigados utilizando sistemas de revelacdo e sistemas de
desenvolvimento adequados, como se pode ver na Tabela 1 (Roberts et al. 1957,
Brasseur & Angenot 1986 , Wagner & Bladt 1996, Harborne 1998). Apds o

desenvolvimento, as placas foram secas e acrescentadas reveladores.
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2.4 Dosagem de Fenois Totais

O conteudo fendlico total foi determinado pelo método de Folin-Ciocalteu
segundo Hua-Bin Li (2008) com modifica¢cdes. As amostras foram lidas a DO 765 nm.
Uma curva de calibragdo com Acido gélico (0 — 100 pg/mL) como padréo foi obtida. O
teor total de fenol no extrato foi expresso em termos de equivalente de &cido galico (mg

EAG / g de extrato).

2.5 Dosagem de Flavonoides

A técnica colorimétrica com cloreto de aluminio descrita por Woisky e Salatino
(1998) foi utilizada para estimativa de flavonoides, com modificacdes. A absorbancia
das amostras foram lidas a 420 nm. A concentracdo de flavondides foi determinada a
partir da curva de calibracdo (Y = 0,0284x + 0,037, Rz = 0,9918). O teor de flavonoides

total no extrato foi expresso como equivalente Quercetina (mg QE / g de extrato).

2.6 Microrganismos e condicdes de cultivo

Os micro-organismos utilizados foram Streptococcus mutans (AU 159) e
Streptococcus salivarius (ATCC 27975) fornecidas pelo Laboratério de Microbiologia
da UNICAMP (Universidade Estadual de Campinas) e Streptococcus sanguis (ATCC
15300), Streptococcus mitis (ATCC 903), Listeria monocytogenes (ATCC 7664),
Escherichia coli (ATCC 8730), Salmonella sp. (ATCC 14028) e Staphylococcus aureus
(ATCC 6538) cedidas gentilmente pela FIOCRUZ- Rio de Janeiro. As amostras foram
mantidas no meio agar Mueller Hinton (MH) acrescido de 5% de sangue de carneiro e

estocadas sob refrigeracéo (5°C).
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2.7 Determinacdo da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) e Concentragdo
Bactericida Minima (CBM)

Determinacdo da atividade antibacteriana do extrato metandlico de mandacaru
foi realizada para obtencdo das concentra¢fes inibitoria minima (CIM) e minimas
bactericida (CMB), pela técnica de microdiluicdo em placa de 96 pogos, utilizado o
meio Brain Heart Infusion (BHI). Foram testadas concentragbes finais do extrato
variando de 0,2 a 100mg mL™,

As microplacas foram preparadas de forma que cada compartimento tivesse um
volume final de 100 pL, com proporgdes variadas do meio de cultura e do extrato de
cactaceas, incubadas a 37°C por 48 horas. Para o controle de esterilidade foram
adicionados 100 pL do meio. A todos os orificios foram adicionados 20 pL do inéculo
bacteriano, com excegéo do controle de esterilidade. O ensaio foi realizado em triplicata
para determinacdo da CIM e CBM. Terminado o periodo de incubagdo, foram
adicionados 30 uL de resazurina para determinacdo da CIM. As colunas restantes foram
utilizadas para a determinacdo da CBM (Palomino et al. 2002)

Para a determinacdo da CBM foram retiradas aliquotas de todos os 96 pocos, e
incubadas em placa de Petri contendo meio agar BHI. As bactérias foram incubadas, a
37°C por 48 horas. A CBM foi considerada como sendo a concentracao a partir da qual

ndo seja observado crescimento microbiano apos cultivo, na presenca do extrato.

2.8 Ensaio da Producéo de Estafiloxantina

A producdo de Estafiloxantina por S. aureus (STX) foi determinada conforme
descrito por Lee et al. (2013) ligeiramente modificado. As células de S. aureus foram
reinoculadas a uma dilui¢ao de 1: 100 em meio de MH (20 mL) e aliquotas (100 uL)
desta suspensdo foram incubadas com diferentes concentragdes de extrato (CIM / 2;

CIM/4;CIM/8, CIM/16), a 37 °C a 200rpm, durante 24 h.Todo o experimento foi
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realizado em quintuplicata. No controle a substancia teste ndo adicionada. As células
foram recolhidas por centrifugacdo a 11 000 xg durante 10 min e lavadas uma vez com
solugdo salina. STX foi extraido com MeOH (600 pL) e a DO foi determinada a 465

nm. Os dados de OD obtidos foram analisados utilizando GraphPad PRISM 5.0.

2.9 Atividade antioxidante

2.9.1 Sequestro de radicais livres pelo DPPH*

Este ensaio foi realizado segundo Blois (1958), onde foram utilizadas diferentes
concentragdes do extrato (7,8; 15,6; 31,25; 62,5; 125; 250; 500 e 1000 pg/mL). Apds 25
minutos foi medida a absorbancia em 517 nm. Acido Galico, foi usado como composto
de referéncia. A eliminacdo de radicais de DPPH® (2,2- difenil-1-picril-hidrazila) foi
calculada pela formula: SRL [DPPH®] (%) = [(Aa — Ac) / Ac] x 100. Onde: Aa =

Absorbancia da amostra e Ac = Absorbancia do controle.

2.9.2 Inibicdo pelo radical ABTS

O método do ABTS®" (2,2’-azino-bis-(3-etthylbenzothiazoline-6-sulfonate) foi
executado baseado em RE et al. (1999) com modificacbes. Uma solucdo estoque do
radical ABTS"" foi preparada dissolvendo 7 nM de ABTS** com 2,45 mM de Persulfato
de potassio, e deixado por 16 horas antes do uso. A solucdo de trabalho foi preparada
por diluicdo da solucdo de estoque em etanol até obter a absorbancia de 0,700 = 0.02 em
734 nm. 0,01 mL da amostra nas concentracdes 250; 500 e 1000 pg/mL foi adicionada a
1 mL da solucdo de trabalho e lida exatamente apdés 6 minutos da reacdo em
espectofotometro a 734 nm. Foi utilizado Trolox em diferentes concentrac6es (0 — 2000
HM), em porcentagem de inibi¢do, comparada com o padrdo, onde foi calculada através
da equacdo Inibicdo do radical ABTS®" (%) = [(Ac — Aa) / Ac] x 100. Onde: Ac =

Absorbancia do controle e Aa = Absorbancia da amostra
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3 Resultados e discussao

3.1 Perfil fitoquimico
Utilizando-se a metodologia TLC observou-se que o extrato metandlico de C.
jamacaru apresenta em sua composicdo flavonoides, e tracos de fenilpropanoides,

monoterpenos, triterpeno, e esteroides (Tabela 1).

3.2 Dosagem de Fenois e Flavonoides

Numerosos estudos tém demonstrado uma forte relacdo entre o conteudo
fenolico total e a atividade antioxidante em frutas, vegetais e plantas medicinais. Os
compostos fendlicos tém sido descritos como tendo multiplos efeitos biologicos
incluindo a atividade antioxidante. Além disso, eles podem atuar na eliminacdo de
radicais livres ou impedir sua formacdo (Uchoa et al. 2015).

A dosagem de fendis para o extrato metanolico de C. jamacaru foi de 43,87 +
1,26 MQEAG/Qextrato € @ dosagem de flavonoides foi de 10,29 + 2,08 MgEQ/Qextrato.
Estudo realizado por Santana et al. (2015) revelou a presenca de fenois e flavonoides

totais em extrato cloroférmico de raiz de C. jamacaru.

3.3 Atividade Antimicrobiana

Os resultados obtidos na avaliagdo da atividade antibacteriana do extrato
metandlico de Cereus jamacaru (Tabela 2), demonstraram, potencial antibacteriano
sobre o crescimento de todos os microrganismos testados, exceto Salmonela sp. O
extrato obteve o melhor resultado frente ao S. sanguis, com uma atividade bactericida
em baixa concentragdo, 0,78 mg.mL™.

Até 0 momento sdo poucos os trabalhos que relatam atividade antimicrobiana de
C. jamacaru. Davet et al. (2009) observou a atividade antibacteriana frente a S.

epidermidis, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli. Sabe-
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se que o mandacaru possui uma substancia chamada tiramina no entanto, foi visto que
ndo existe relacdo com atividade antimicrobiana (Davet et al.,2009). De acordo com
Biyiti et al.(2004) uma substancia é dita como bactericida se a razio CBM/CIM for < 2,
e se for > 2 é bacteriostatico, com isso pode-se dizer que o extrato metandlico de C.

jamacaru teve acao bactericida sobre os microrganismos testados.

3.4 Producao de estafiloxantina

Staphylococcus aureus € um dos agentes mais comuns de infecgdes bacterianas
em seres humanos e animais, causando uma extensa lista de infecgdes hospitalares e
comunitéarias clinicamente significativas, incluindo infec¢do cutanea e sistémica (Daum
2008, Karamatsu et al. 2012) e 90% dos isolados de S. aureus de infec¢cdes humanas séo
pigmentados (Lennette et al. 1985).

A estafiloxantina (STX) é um pigmento carotendide encontrado na membrana
bacteriana de S. aureus, e que tem capacidade de neutralizar os radicais livres e de
impedir a oxidacdo (Clauditz et al. 2006). A fluidez da membrana bacteriana é
influenciada, entre outros fatores, pelo teor de proteina e pelo nivel de estafloxantina
(Mishra et al. 2011). Neste estudo, observamos que a sintese de STX foi reduzida
frente a exposicdo ao extrato metanolico de C. jamacaru na sintese de STX (Figura 1).
Com os resultados obtidos neste teste pode-se sugerir que o extrato de C. jamacaru atua

na membrana do S. aureus, sendo esta uma forma de acdo bactericida.

3.5 Atividade antioxidante

O extrato metandlico de Cereus jamacaru apresentou atividade antioxidante. No
ensaio de DPPH (Tabela 3), observou-se uma variagdo de 3,63% =+ 0,72 (31,2 ug/ml)
até 55,85 % £ 2,41 (1000 pg/ml). No ensaio de ABTS (Figura 2) mostrou que as trés
concentragOes testadas tiveram atividade e que o efeito antioxidante benéfico do extrato

melhora significativamente ao longo do tempo.
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Santana et al.(2015) observou a atividade antioxidante de raiz de C. jamacaru
em extrato cloroférmico e hidrometandlico, pelo método DPPH, no entanto os
resultados obtidos ndo foram significativos, associando a este fator a quantidade de

fendis e flavonoides encontrado na amostra.

4 Concluséo

O extrato metandlico de Cereus jamacaru coletado na Caatinga apresentou
atividade bactericida contra Streptococcus mutans, Streptococcus salivarius,
Streptococcus sanguis, Streptococcus mitis, Escherichia coli e Staphylococcus aureus
Observou-se a reducdo na producdo de estafiloxantina por S. aureus mostrando que a
substancia teste pode atuar na membrana do microorganismo durante sua agéo
bactericida. O extrato apresentou atividade antioxidante, esse fator esta diretamente
ligado a quantidade de fendis e flavonoides presente. Trabalhos utilizando essa espécie
sdo bem limitados, por isso, novas pesquisas devem ser realizadas, como isolamento de

compostos.
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Tabela 1: Sistemas e reveladores para screening fitoquimico utilizado na técnica de cromatografia em camada fina (TLC).
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Classe de metabdlitos

secundarios

Padroes

Sistema de eluicao

Revelador

Referéncias

Flavonoides
fenilpropanoglicosideos
Triterpenos e esteroides

Saponinas
Mono e sesquiterpenos

Cumarinas e Quinonas

Alcaloides

Proantocianidinas

condensadas

e Quercetina, rutina

clorogénico

pB-sitosterol

Timol

Cumarina e lapachol

Pilocarpina

Catequina

e

acido AcOEt-HCOOH-AcOH-H,0

(100:11:11:27 viv)

Tolueno:AcOEt

(90:10 viv)
AcOEt-HCOOH-AcOH-H,0
(100:11:11:27 viv)
Tolueno:AcOEt

(97:3 viv)

CHClI3-MeOH (98:2 v/v)

AcOEt-HCOOH-AcOH-H,0
(100:11:11:27 viv)
AcOEt-HCOOH-AcOH-H,0
(100:11:11:27 viv)

NEU

Lieberman & Burchard

Lieberman & Burchard

Anisaldeido sulfurico

KOH
Dragendorff

Vanilina cloridrica

Wagner; Bladt, 1996
Brasseur; Angenot, 1986
Harborne, 1998

Harborne, 1998

Harborne, 1998

Wagner; Bladt, 1996
Wagner; Bladt, 1996

Roberts et al. 1957
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Tabela 2: Concentrac@es Inibitérias Minimas (CIM), Concentragdo Bactericida Minima
(CBM) expressas em mg.mL™, do extrato metanélico de Cereus jamacaru e a razéo
CBM/CIM, onde se a razdo for <2 € Bactericida e se for > 2 ¢ bacteriostatico

Microrganismos CIM (mg.mL™?) | CBM (mg.mL™) | CBM/CIM
Streptococcus mutans 12,5 12,5 1
Streptococcus salivarius 1,562 3,125 2
Streptococcus sanguis 0,39 0,78 2
Streptococcus mitis 12,5 12,5 1
Listeria monocytogenes - - -
Escherichia coli 6,25 12,5 2
Salmonella sp. - - -
Staphylococcus aureus 12,5 12,5 1

Figura 1: Perfil da sintese de estafiloxantina por cepas de Staphylococcus aureus na
presenca do extrato metanolico Cereus jamacaru em diferentes concentracdes: CIM
(12,5mg/ml) ; CIM/2; CIM/4; CIM/8; CIM/16, do extrato metandlico de

Staphyloxanthin production assay
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Tabela 3: Atividade antioxidante do extrato metanolico de C. jamacaru em diferentes
concentragoes.

Concentra(t;jg/ riOL )extfato em DPPH (%SRL)
1000 55,85 + 2,41
500 32,32+1,24
250 20,58 + 0,44
125 13,82 0,79
62,5 7,15+0,88
31,2 3,63+0,72

Figura 2: Efeito da atividade antioxidante durante um periodo de incubagdo de 60
minutos do extrato metanolico de C. jamacaru em concentragdes 1000,500 e 250ug/ml,
no ensaio ABTS.
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Avaliacao da producao de carotenoides e de suas
atividades biologicas por Micrococcus luteus isolados

do Semiarido brasileiro

Resumo

Os carotenoides pertencem ao grupo de corantes naturais com importantes fungdes biolégicas e podem
ser produzidos por microrganismos. Micrococcus luteus € uma actinobactéria produtora do carotenoide
amarelo, sarcinaxantina. Este estudo relata a caracterizacdo de carotenoides produzidos por M.
luteusisolados do solo da regido da caatinga e avalia suas atividades bioldgicas. Os isolados bacterianos
foram identificados por analises bioquimicas e moleculares. O pigmento extraido da biomassa bacteriana
foi caracterizado por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia. Determinou-se a atividade antioxidante e
a atividade antimicrobiana através da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida
Minima (CBM). Os resultados das analises morfoldgicas e moleculares identificaram os isolados FT9.12
e FT5.10 como pertencentes a espécie Micrococcus luteus. Os perfis cromatograficos foram semelhantes
para os dois extratos, apresentando compostos majoritarios caracteristicos do carotenoide sarcinaxantina.
O isolado M. luteus FT9.12 destacou-se na produgdo de sarcinaxantina (12.01 mg/L). Nas atividades
antioxidantes, destacou-se o método de inibi¢do da oxidacdo do B-caroteno que exibiu uma taxa de
78.65(x7.046) % (FT9.12). O Fator de Protecdo Solar (FPS) foi de 4.26(+0.83) para FT5.10. Nas
atividades antimicrobianas, destacou-se o CIM (0.962 mg.mL™) e CBM (1.443 mg.mL™) o extrato do
isolado FT9.12 para Echerichia coli e Salmonella spp, 0 FT5.10 mostrou CIM e CBM de 0.91mg.mL™*
para S. aureus.

Palavras-chaves: Caatinga, Micrococcus luteus, sarcinaxantina, processos fermentativos, atividades
bioldgicas.

INTRODUCAO

Os carotenoides sdo pigmentos naturais lipofilicos originados da via biossintética dos
terpenoides, cuja coloragdo varia do amarelo ao vermelho (Bonet et al. 2015). Eles s&o
encontrados em microrganismos e plantas e mais de 750 carotenoides diferentes foram isolados
de fontes naturais (Shindo e Misawa, 2014). Eles apresentam atividades bioldgicas como
protecdo contra danos fotooxidativos em organismos ndo fotossintéticos (Mata-Gomez et al.
2014) e podem previnir certos tipos de cancer, doengas vasculares e Alzeimer (Heider et al.
2012).

Este grupo de moléculas é importante para a indUstria farmacéutica, quimica e de alimentos por
serem agentes corantes naturais e por suas propriedades biol6gicas e também sdo utilizados
como suplemento alimentar em &areas como aquicultura. Segundo o Relatério do Mercado
Global de Carotenoides, a Companhia de Comunicagdes Empresarial (BCC Research) estimou
gue o valor do mercado mundial de carotenoides utilizados comercialmente foi cerca de US$
1,2 bilhdo em 2010, com uma chance de crescer para US$ 1,4 bilhdes em 2018, com uma taxa
de crescimento anual composta de 2,3% (Mérz, 2011).

A maioria dos carotenoides possuem 40 carbonos em sua estrutura que podem ser agrupados em
carotenos e xantofilas (Mata-Gomez et al. 2014). Um pequeno ndmero de carotenoides possui
30 carbonos e um numero ainda menor possui 50 carbonos em sua estrutura (Netzer et al. 2010).
Os carotenoides C50 sdo sintetizados por bactérias da ordem Actinomycetales (Netzer et al,
2010) e por bactérias Gram-negativas Pseudomonas (Miki et al. 1994).

Micrococcus luteus € uma bactéria Gram positiva representante das actnobactérias, com
elevadas concentragdes de guanina e citosina (G + C) no DNA, é aer6bica, ndo formadora de
esporos, amplamente distribuida na natureza, mas o seu habitat primério € o solo (Mohana et al.
2013; Ventura et al., 2007; Silva et al., 2015). Ela é capaz de sobreviver sob condicfes
estressantes, como extremos de temperatura e baixa quantidade de nutrientes (Umadevi and



84

Krishnaveni, 2013). E conhecida pela producéo de carotenoide C50, denominado sarcinaxantina
(Netzer et al. 2010; Klassen e Foght, 2011).

A Caatinga é um bioma exclusivamente brasileiro e ocupa uma érea de 840.000 km? o
equivalente a aproximadamente 10% do territdrio brasileiro (Santos et al. 2011) e tem como
caracteristicas principais, baixas taxas de precipitacdo anual (menos de 800 mm), temperaturas
elevadas durante o dia, baixa umidade e alta taxa de incidéncia de radiagdo solar. A temperatura
varia entre 23°C e 27°C, enquanto que o solo pode atingir temperaturas de cerca de 60°C
(Apgaua et al. 2014; Menezes et al. 2015). E um ambiente hostil para o desenvolvimento da
maioria dos organismos, especialmente para o0 crescimento microbiano no solo. E o0s
microorganismos que conseguiram sobreviver neste ambiente possui uma alta adaptacéo (Silva
et al. 2015; Duarte et al. 2012).

O objetivo deste trabalho foi caracterizar a producdo de carotenoides por isolados de
Micrococcus luteus obtidos do solo da Caatinga do Nordeste brasileiro, e avaliar suas atividades
antioxidantes, fotoprotetora e antibacteriana.

MATERIAL E METODOS

ISOLAMENTO DE BACTERIAS DO SOLO PRODUTORAS DE
CAROTENOIDES

O solo foi coletado na Reserva Particular do Patrimdnio Natural (RPPN) Fazenda Tamandua
(FT) situada no municipio de Santa Terezinha - PB, na Mesoregido do Sertdo. As amostras
foram coletadas assepticamente em sacos plasticos na camada 0 - 20 cm do solo, transportadas
para o laboratério a 4°C, e foram mantidas na geladeira até o processamento.

Apbs enriguecimento (5g de solo foi incubado em 50 ml de TSB a 5% acrescido de 1% de
glicose por 7 dias sob agitagdo) 100 pL da diluicdes (10°® foram semeados no meio TSB
(acrescido de 1,5% de agar) suplementado com cicloheximidina (50 mg/mL). As colbnias
selecionadas foram purificadas por esgotamento no meio TSB (acrescido de 1,5% de agar)
(Soares Jr et al. 2012).

Cada microorganismo recebeu uma nomenclatura FT (Fazenda Tamandud), regido 1 a 9, e a
numeracdo do isolado. Para este trabalho foram utilizados apenas os isolados pigmentados em
amarelo (FT 5.10 e FT 9.12)

IDENTIFICACAO BIOQUIMICA

Testes bioquimicos basicos foram realizados nos dois isolados bacterianos FT9.12 e FT5.10,
como a coloracdo de gram (Pelczar et al 1997), prova da catalase, teste do crescimento em &gar
manitol salgado e teste de bacitracina e prova da hidrélise da bile esculina de acordo com a
metodologia da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria ( Brasil 2004).

IDENTIFICACAO MOLECULAR

O DNA gendémico foi extraido de células de bactérias cultivadas em meio de cultura Luria
Bertani (LB) a 37°C por 48 horas, segundo metodologia descrita por Sambrook, et al. (1989) e
0 gene 16S rDNA foi amplificado por PCR utilizando os seguintes oligonucleotideos
iniciadores: fD1 (5"-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") e rD1
(5"AAGGAGGTGATCCAGCC-3") (Weisburg et al., 1991). Os produtos amplificados foram
sequenciados em sequenciador automatico de DNA ABI 3500. O alinhamento multiplo das
sequéncias foi realizado a partir do programa CLUSTALw (Thompson et al. 1994) e
visualizado através do programa MEGA 6. A amplificacdo por REP-PCR foi realizada
seguindo a metodologia utilizada por Lucena et al.( 2010), utilizando como primer (GTG)5. As
sequéncias resultantes foram analisadas usando as ferramentas Pregap4 e Gap4 do pacote de
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softwares STADEN 1.6 e submetidas & busca de similaridade no banco de dados do Centro
Nacional de Informacéo Biotecnol6gica (NCBI), utilizando a ferramenta Blast N (Altschul et al.
1997), e Ribosomal Database Project (RDP). A identificacdo bacteriana foi assumida quando a
sequéncia de consulta mostrou similaridade > 97% para o gene 16S (Gevers et al. 2005).

EXTRACAO DO PIGMENTO

Os isolados bacterianos de coloracdo amarela foram cultivados em meio TSB a 30°C, a 180 rpm
por 48h. Posteriormente, as células foram coletadas por centrifugacdo a 14.000 rpm durante 6
minutos, em que o pellet obtido foi lavado com agua esterilizada. A extracdo dos carotenoides
foi realizada a partir da biomassa seca, utilizando metanol, de acordo com as metodologias
descritas por Netzer et al. (2010) e Kaiser et al. (2007).

Em seguida, os extratos obtidos foram secos em rotaevaporador a 40°C e foram submetidos a
um processo de saponificacdo (Meléndez-Martinez et al. 2007). Os extratos foram secos
novamente em rotaevaporador e os materiais residuais foram ressuspendidos em 10 mL de
alcool metilico. Ao final, foi feita a filtracdo dos pigmentos extraidos através de membrana
hidrofébica PTFE com 0,45 micrémetros.

CARACTERIZACAO DOS CAROTENOIDES POR HPLC

Os extratos obtidos foram analisados através de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)
para caracterizagdo dos carotenoides, utilizando a coluna SunFire C18 (4.6 x 150 mm), com
uma fase mdvel de acetonitrila/imetanolacetato de etila (10:50:40) e o comprimento de onda de
450 nm. O betacaroteno foi utilizado como padrao externo.

ATIVIDADES ANTIOXIDANTES
DPPH —(2,2-difenil-1-picril-hidrazila)

A avaliacdo da capacidade em sequestrar o radical livre DPPHe foi realizada de acordo com a
metodologia descrita por Blois (1958). Numa microplaca de 96 pocos, 40uL dos extratos
metanolicos nas concentragdes 1000, 500, 250, 125, 62.5, 31.25, 16.25 e 7.56 pg/mL, reagiram
com 250uL de solu¢do metanolica de DPPHe durante 25 minutos, ao abrigo da luz. A medida da
absorbéncia foi realizada no comprimento de onda de 517 nm em leitor de Microplacas. Todas
as analises foram feitas em triplicata. O &cido galico foi utilizado como padrdo. A percentagem
de sequestro de radical livre (%SRL) foi calculada pela seguinte equagao:

SRL (%) = (Abs. controle-Abs. amostra) x 100

Abs. controle

ABTS- [2,2’- azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido-sulfonico)]

Este método foi realizado segundo Re et al. (1999). O radical ABTS<+ foi preparado a partir da
reacdo de 7.81 mL da solugdo de ABTS com 0.137 mL da solucgdo de persulfato de potassio. A
mistura permaneceu no escuro, a temperatura ambiente, por 16 horas. Em seguida, 1 mL desta
mistura foi diluida em alcool etilico até obter uma absorbancia de 0.700 (+0.020) nm a 734 nm.
Foi preparada uma curva padrdo com o Trolox com concentracbes que variam de 100 a
2000pM. Foram adicionadas 10pL das amostras dos extratos metanolicos brutos na
concentragdo 1000pg/mL em 1mL do reagente de ABTS e a absorbancia das amostras foi
determinada exatamente apds 6 minutos no comprimento de onda de 734 nm. O
BHT (Butylhydroxytoluene) foi utilizado como padrédo. Os resultados foram expressos em
Capacidade Antioxidante Equivalente ao Trolox (TEAC).
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FRAP -Reducao dos ions de ferro

O FRAP foi realizado de acordo com Benzie e Strain (1996). O reagente foi preparado
misturando-se tampao acetato de sdédio 300 mM a pH 3.6, solucdo de TPTZ 10 mM em HCI 40
mM e solucdo de cloreto férrico 20 mM na proporcdo 10:1:1. O BHT foi utilizado como padréo.
Numa microplaca de 96 pocos foram adicionados 180 pL do reagente e 20uL do padrdo ou
extrato e incubados durante trinta minutos a 37°C. A leitura da absorbéancia foi realizada a 593
nm. Foi preparada uma curva padrdo com o sulfato ferroso heptahidratado com concentracdes
que variam de 500 a 2000 uM. Os resultados foram expressos em puM de sulfato ferroso/g
extrato (atividade antioxidante equivalente ao sulfato ferroso heptahidratado).

Sistema de co-oxidagéo o p-caroteno/acido linoleico

A medida da atividade antioxidante pela oxidacdo acoplada do beta-caroteno e do é&cido
linoleico foi realizada de acordo com o método descrito por Kabouche et al. (2007). Foram
pesados 0.5 mg de beta-caroteno e diluidos em 1mL de cloroférmio. Em seguida, foram
adicionados 25pL de &cido linoleico e 200mg de monopalmitato de polioxietileno sorbitan. O
cloroférmio foi evaporado a 40°C. Em seguida 100mL de &gua destilada foi adicionada aos
poucos agitando vigorosamente para formar uma emulsdo. As amostras foram diluidas nas
seguintes concentracgdes: 25, 50, 100, 200 e 400 ug/mL. 50 uL. da amostra foi adicionada a 1mL
da emulséo e 200pL desta mistura foram colocados numa microplaca. O tempo zero (A,) foi
medido imediatamente a 470 nm e as amostras foram incubadas por 2h a 50°C. A absorbancia
foi determinada novamente apds 120 minutos (Azz). O mesmo procedimento foi realizado com
0 BHT para ser utilizado como padrdo. O célculo da inibi¢do foi realizado com a seguinte
formula:

Inibigdo (%) = (Abs. controle - Abs. amostra) x 100

Abs. controle

ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

Microrganismos e condic¢des de crescimento

As bactérias Staphylococcus aureus ATCC 6538, Listeria monocytogenes ATCC 7664,
Escherichia coli ATCC 8730 e Salmonella spp. ATCC 14028 armazenadas em meio Mueller
hinton agar foram cultivadas em meio liquido BHI (brain heart infusion) e incubadas a 37°C por
24h. Os inoculos bacterianos foram preparados em solucdo salina (NaCl 0.90%), para obter a
turvacdo correspondente a 0.5 na escala McFarland. A leitura espectrofotométrica foi realizada
no comprimento de onda 625 nm, para ajustar a absorbancia no valor de 0,132, correspondente a
concentracio de 10° UFC/mI (Lopes et al. 2013).

Concentracédo Inibitéria Minima-CIM

Para a determinacdo do CIM, foram utilizadas microplacas estéreis com 96 pocos de acordo
com Dussalt et al. (2016) com adaptacdes. Os extratos metanolicos de coloracdo amarela dos
isolados de M. luteus foram dissolvidos em metanol na concentragdo de 5.52mg /ml e 5.77mg
/ml para FT5.10 e FT9.12, respectivamente. Nos microplacas, cada compartimento tinha um
volume final de 100 uL com proporcOes variaveis de infusdo de cérebro e coracdo (BHI) e
forma o extrato analisado, atingindo concentracfes diferentes do produto. Em seguida, a cada
pogo adicionou-se 20 pL do inéculo, exceto no controle estéril. Foram utilizados controlee de
esterilidade (CE) contendo 100 puL de meio estéril, e controle de crescimento (cc) contendo 80
pL de meio e 20 pL de indculo. O material foi incubado a 37 °C durante 24 horas. Apos o
periodo de incubagdo, foram adicionados 30 uL de resazurina. As microplacas foram colocadas
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de novo em estufa durante 1 hora a 37°C. A CIM ¢ a concentracdo mais baixa do extrato que
impedia o crescimento bacteriano visivel ap6s 24h de incubacdo a 37°C.

Concentracéo Bactericida Minima-CBM

Apds a determinacdo da CIM, a primeira concentracao que ndo apresentou crescimento visivel e
trés imediatamente acima, foram cultivadas em placas de petri contendo meio BHI agar. Foram
transferidos 10 pL dos pogos para as placas de petri que foram incubadas a 37 °C em condicGes
de microaerofilia por 24 horas. A CBM foi determinada pela analise de crescimento bacteriano
visivel.

ATIVIDADE FOTOPROTETORA

Solugdes metandlicas de concentragdo 100mg/L. foram preparadas em triplicata com o extrato
bruto dos isolados e a absorbancia determinada em espectrofotbmetro nos seguintes
comprimentos de onda: 290, 295, 300, 305, 310, 315 e 320 nm. Os valores obtidos foram
utilizados para o célculo do FPS (fator de protecdo solar) utilizando a seguinte formula:

320
FPS=FC.X EE (3. I (). Abs ()
290

Onde: FC = fator de correcdo; EE (L) = efeito eritematégeno da radiacdo solar em cada
comprimento de onda (A); I (L) = intensidade da luz solar no comprimento de onda (1); Abs (L)
= leitura espectrofotométrica da absorbancia da formulagdo em solugcdo no comprimento de
onda (A).

ANALISES ESTATISTICAS

Todos os experimentos foram realizados em triplicata. Os dados dos experimentos foram
representados por média (+SD) e analisados com o programa GraphPad Prism 5. Diferencas
foram consideradas significativas quando P<0.05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

IDENTIFICACAO MOLECULAR

Os dois isolados bacterianos (FT9.12 e FT5.10) utilizados neste estudo para avaliacdo da
producdo de corantes naturais, foram identificados como Micrococcus luteus . Contudo,
observou-se uma diferenca fenotipica, quanto a intensidade da cor amarela apresentada pelos
isolados quando observado a morfologia de suas coldnias, sugerindo diferencas na producéo e
guantidade de pigmento produzido por eles.

Sendo assim, comparou-se as sequencias do gene 16S rDNA dos isolados através do
alinhamento mdltiplo utilizando a ferramenta MEGA 6.0 que revelou um alto grau de
conservagdo entre as sequencias. Tais resultados corroboram com a identificagdo no nivel de
espécie dos isolados bacterianos, visto a estabilidade e conservacdo do marcador genético
utilizados.

Por isso, fez-se necessario a utilizacdo de outro marcador genético que refletisse a variabilidade
genética entre os isolados de M. luteus. O rep-PCR tem demonstrado ser uma ferramenta valiosa
para identificar, rastrear e analisar a diversidade bacteriana, visto que cinco por cento do
genoma bacteriano é constituido por sequéncias de DNA repetitivos, e sendo assim a PCR,
utilizando esse DNA repetitivo como iniciador, tem gerado perfis de amplificacdo Unicos,
refletido uma impressao digital Gnica para as linhagens bacterianas. Uma vez que cada linhagem
ou isolado bacteriano possuem sequéncias repetitivas localizadas em regibes distintas seu
genoma (Ishii e Sadowsky, 2009).
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Desta forma, a técnica rep-PCR com o primer GTG5 foi utilizada com o objetivo de diferenciar
a nivel intra-especifico estes isolados e que eles apresentaram perfis genéticos diferentes.
Sabendo que cada perfil de amplificacdo pode estar associado a uma “impressao digital” de uma
linhagem distinta, esses dados indicam para a ocorréncia de linhagens diferentes de
Micrococcus luteus entre os isolados, o que pode corroborar com os dados fenotipicos, quanto a
diferencas na intensidade de pigmentacdo apresentada.

IDENTIFICACAO BIOQUIMICA

Os dois isolados sdo Gram positivos, apresentam forma de cocos com arranjos em cachos, séo
catalase positivos, apresentam sensibilidade a bacitracina, ndo demonstraram crescimento em
agar manitol salgado e foram negativos para o teste da hidrélise da esculina. N&o apresentaram
motilidade e as colbnias possuiam coloracdo amarela. Os testes bioquimicos realizados nos dois
isolados bacterianos estdo descritos na Tabela 1. Estes resultados corroboram com a
identificagdo molecular confirmando que os isolados bacterianos sdo M. luteus

Tabela 1: Resultado das provas para identificagdo bioquimica para os isolados bacterianos.

Provas Bioguimicas FT 5.10 FT 9.12

Coloragéo de Gram Positivo Positivo

Morfologia Cocos com arranjos em Cocos com arranjos em

cachos cachos

Catalase Positivo DPositivo

Sensibihidade a bacitracina Positivo Positivo

Crescimento em agar manitol salgado  Negativo Negativo

Teste da hudrolise da esculina Negativo Negativo

Motilidade Negativo Negativo

Coloragéo Amarela Amarela

CARACTERIZACAO DOS PIGMENTOS CAROTENOIDES POR HPLC

Analises realizadas por HPLC do extrato metandlico do isolado FT9.12 (Figura 1) mostrou dois
compostos majoritarios com tempos de retencdo de 3.166 e 3.905, com o maximo de absor¢do
de 415.5, 439.7, 468.9 nm, tipicos de sarcinaxantina e seus derivados (Netzer, 2010), e a
concentragdo de 4.19 mg/ZL e 12.01 mgL, respectivamente. O extrato do isolado FT5.10 (Figura
2) mostrou um composto predominante similar, entretanto com a concentragdo 16 vezes menor.
Este resultado esta de acordo com a anélise visual da producdo de pigmento pois a tonalidade do
amarelo no isolado FT 9.12 é mais intenso que o observado no isolado FT 5.10. Comparando
com as seguintes leveduras que sdo referéncia na producdo de beta-caroteno, a levedura
Rhodotorula rubra NRRL Y-15596, que atinge uma média de producdo de 1.04mg/L, o isolado
FT9.12 produziu 12 vezes mais pigmento carotenoide e o isolado FT 5.10, 1.4 vezes a menos.
Comparando com a levedura Rhodotorula glutinis var glutinis, que atinge uma média de
producdo de 7.37mg/mL (Bhosale and Gadre, 2001), o isolado FT9.12 produziu 1.6 vezes mais
pigmento carotenoide e o isolado FT5.10, 10 vezes a menos.
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Figura 1: Perfil do cromatograma do extrato de FT 9.12 exibindo pico a 3.9 minutos (a).
Espectro UV de absorgao com pico 3.9 minutos (b):

b

Figura 2:Perfil do cromatograma do isolado FT 5.10 exibindo pico a 4.0 minutos (a). Espectro
UV de absorcdo do isolado FT5.10 com pico 4.0 minutos (b):

ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Os pigmentos carotenoides sdo conhecidos por sua atividade antioxidante. Eles tém a
capacidade de sequestrar oxigénio singleto e outros tipos de espécies reativas de oxigenio
(ROS) (Kiokias et al. 2016) e por isso podem reduzir ou até prevenir o desenvolvimento de
muitas desordens relacionadas com as ROS como arterosclerose, cataratas, esclerose multipla e
até alguns tipos de cancer (Manimala e Murugesan, 2014).

DPPH

O aumento da concentracdo dos extratos e do padrdo acarretou em um aumento do sequestro do
radical DPPHe. O extrato metanolico bruto do isolado FT5.10 exibiu como percentagem de
sequestro do radical livre, 36.49(+2.4) % na concentracdo 7.56 pginl e aumentou para
60.16(%=1.14) % quando a concentragdo aumentou para 1000 pg/mL. O extrato metandlico bruto
do isolado FT 9.12 exibiu como percentagem de sequestro do radical livre 27.55(+0.8) % na
concentracdo 7.56 pg/mL e aumentou para 76.06(+2.2) % quando a concentragdo aumentou para
1000 ug/mL (Figura 3).

Ser et al. (2015) analisando o extrato em DMSO (Dimetilsulfoxido Dimetilsulféxido )de
Streptomyces pluripotens MUSC 137 isolada do solo na Malasia, verificou a atividade
sequestradora do radical livre de DPPHe de 23.24(£5.0) a 1000pg/mL. Comparando com os
dados obtidos no presente estudo, o extrato de FT 9.12 apresentou atividade 3.27 vezes superior
e 0 extrato do isolado FT 5.10, 2.58 vezes superior para a mesma concentracao.
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Figura 3: Percentagem de sequestro de radical livre DPPHe do extrato metandlico dos isolados
FT 9.12 e FT 5.10.
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O valor do isolado FT 9.12, 1278(£99.05) uM TEAC /g de extrato, foi 1,76 vezes superior ao
obtido para o isolado FT 5.10, 725.4(£53.16) UM TEAC /g de extrato. Em termos de
percentagem, o isolado FT 9.12 exibindo 63.82(+4.233) %, foi 1.58 vezes superior ao obtido
para o isolado FT 5.10 que apresentou 40.22(+2.272) %.

Pawar et al. (2015) também avaliaram os extratos de bactérias pigmentadas que estavam
associadas a algas marinhas com o método ABTS. Os extratos metandlicos brutos das bactérias
Pseudomonas argentinensis, Pseudomonas Koreensis e Serratia rubidaes, todas na
concentragdo 1000 ugimL, apresentaram os seguintes resultados: 1.8(x0.01) %, 19.2+0.05%,
7.2+0.03%, respectivamente. O extrato do isolado FT 9.12 apresentou atividade de sequestro do
ABTSe+ 36, 3.0 e 9.0 vezes superior e o extrato do isolado FT 5.10 foi 22, 2 e 5 vezes superior
aos valores obtidos de Pseudomonas argentinensis, Pseudomonas Koreensis e Serratia
rubidaes, respectivamente.

FRAP

O extrato metandlico do isolado FT9.12 apresentou na concentragio de 1000 pg.mL™ o valor de
6951(x245.0) umolesFe(Ilyg extrato e o extrato metanolico do isolado FT5.10 na mesma
concentragdo apresentou o valor de 9410(x376.7) umolesFe(Il)g extrato. Pelos dados obtidos
pode-se concluir que os extratos metandlicos dos isolados de M. luteus apresentaram boa
capacidade redutora dos ions ferro. Pode-se observar que o extrato do isolado FT 5.10 teve
desempenho 4 vezes superior na redugdo do ion ferro comparando com o extrato do isolado FT
9.12.

Sistema de co-oxidac¢io do B-caroteno/acido linoleico

O extrato metandlico dos isolados FT5.10 e FT9.12 na concentragdo de 400pug/mL apresentou as
maiores percentagens de inibigéo, 74.48(x3.253) % e 78.65(x7.046) %, respectivamente. Kumar
et al.(2014) analisaram a percentagem de inibi¢cdo no sistema de cooxidagdo do B caroteno/
acido linoleico com o extrato bruto de um isolado de Streptomyces extraido em acetato de etila
que demonstrou inibicdo de 50% na concentracdo de 400 pg/mL. Comparando com os
resultados obtidos por Kumar et al.(2014) o extrato bruto de FT5.10 e FT9.12 se mostraram
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muito mais eficientes na inibigdo da oxidag¢do do B-caroteno que o extrato de Streptomyces. A
mesma percentagem de inibicdo de 50.00% foi alcangada pelo extrato bruto de FT 9.12 na
concentracdo de 25 pg/ml e o extrato de FT 5.10 inibiu a oxidagdo do B-caroteno em 52.08
(£33.71) % na concentracdo de 50 pg/ml.

ATIVIDADE ANTIBACTERIANA
CIM

Os resultados da avaliacdo da atividade antimicrobiana de extrato metanélico em bruto de
FT5.10 isolado e FT9.12 utilizando a concentra¢do inibitéria minima estdo na tabela 3,
respectivamente. As concentragles analisadas do extrato de metanol de FT5.10 variou de
5.52mg/ml e 0.46mg/ml e para o extrato de metanol de concentracdes FT9.12 variou de 5,77
mg/ml e 0,481 mg/mL.

Tabela 2 Resultados de CIM (mg.mL-1) do extrato metandlico do isolado FT5.10 e FT9.12

. . CIM mg.mL-1
Microorganismos
FT510 FT9.12
Staphylococcus aureus 0,91 <0,481
Escherichia coli 1,38 0,962
Listeria monocytogenes <0,46 <0,481
Salmonella sp. 0,962 0,962

Né&o foi possivel determinar a concentragdo inibitéria minima para L. monocytogenes pois a
menor concentracdo do extrato analisado (460ug / ml) foi capaz de inibir o crescimento
bacteriano apds 24 h de incubagéo a 37°C.

O extrato do isolado FT9.12 demonstrou uma atividade antibacteriana superior ao extrato em
isolado FT5.10 porque menores concentragdes do extrato do isolado FT9.12 em rela¢do ao
extrato do isolado FT 5.10 conseguiu inibir o crescimento de E. coli e Salmonella spp. Néo foi
possivel determinar a MIC para S. aureus e L. monocytogenes pois a menor concentracdo do
extrato analisado (481pg /ml) foi capaz de inibir o crescimento de bactérias.

CBM

A concentracdo bactericida minima dos extratos brutos metandlicos dos isolados FT5.10 e
FT9.12 estdo na tabela 4. A concentracdo bactericida minima para L. monocytogenes ndo pode
ser determinado a partir de extratos dos dois isolados porque ndo houve qualquer crescimento
bacteriano nos concentracdo analisada do extrato bruto dos isolados de M. luteus.

Tabela 3: : Resultados de CBM (mg.mL-1) do extrato metanélico do isolado FT5.10 e FT9.12

. . CBM mg.mL-1
Microorganismos
FT510 FT9.12
Staphylococcus aureus 0,91 0,962
Escherichia coli 1,84 1,443
Listeria monocytogenes <0,46 <0,481

Salmonella spp. 1,84 1,443
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ATIVIDADE FOTOPROTETORA

Os resultados de absorbancia obtidos entre os comprimentos de onda: 290, 295, 300, 305, 310,
315 e 320 nm foram submetidos a um tratamento matematico ja descrito anteriormente, e 0s
valores do FPS do extrato metandlico foram : 3.59 (+ 0.64) para o isolado FT9.12 e 4.26
(£0.83). para o isolado FT5.10.

Os carotenoides podem ser utilizados como agente bioativo em formulagdes fotoprotetoras
devido as suas propriedades bioldgicas de protecdo do organismo contra a producao de espécies
reativas de oxigénio (ROS) e da radiacdo UV. Os carotenoides absorvem luz na faixa de 350-
500 nm e essa faixa de absor¢do confere uma protecdo ampla do espectro e, portanto, a absor¢do
dos carotenoides nesta faixa iria proporcionar uma protecdo complementar e aumentar a
protecdo de radiacdo acima de 400 nm pelos protetores solares (Stafsnes et al. 2010).

CONCLUSAO

Foram isolados duas cepas de Micrococcus luteus do solo da caatinga, elas sdo capazes de
produzir um carotenoide amarelo, chamado sarcinaxantina, neste trabalho pode-se observar a
atividade biolégica do extrato metandlico, sendo este corante natural um potencial
antimicrobiano, antioxidante e fotoprotetorar.
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CONSIDERACOES FINAIS

Com a revisdo bibliogréfica foi possivel verificar o grande potencial biol6gico
das Cactaceas, no entanto existem poucas espécies estudas.

Verificou-se que o extrato metandlico de Cereus jamacaru possui atividade
antimicrobiana contra Streptococcus mutans, Streptococcus salivarius, Streptococcus
sanguis, Streptococcus mitis, Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Com relagéo a
atividade antioxidante verificou-se que esse mesmo extrato conseguiu neutralizar os
radicais livres mesmo em baixas concentracoes.

Foi possivem isolar o Micrococcus luteus do solo, confirmando a espécie atraves
de técnicas bioquimicas e moleculares, e com essa ultima identificou-se duas cepas, as
quais produziam o pigmento amarelo identificado como carotenoide sarcinaxantina.
Este pigmento foi avaliado como um bom antioxidante, antimicrobiano, no entanto com

baixa acdo fotoprotetora.



