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RESUMO

A radiacdo tem sido utilizada para buscar o aumento de compostos com atividade
antimicrobiana e antioxidante em extratos de plantas. Como Syzygium cumini (L.) Skeels
apresenta atividades antioxidante, antimicrobiana, antidiarreica e adstringente ja conhecidas, o
objetivo deste trabalho foi avaliar os metabolitos secundarios encontrados nos extratos
irradiados com ®°Co nas doses de 6, 8 e 10 kGy de raiz e caule de S. cumini, analisar as
propriedades citotdxica e antioxidante e quantificar a atividade antimicrobiana nos extratos
irradiados. Para a andlise qualitativa, foi realizada a cromatografia em camada delgada. Foram
realizadas atividade hemolitica e anti-hemolitica. Na dosagem de compostos fendlicos foi
utilizado o reagente de Folin-Ciocalteau. Para a quantificacdo dos flavondides, as misturas
extrato-reagente permaneceram por 30 minutos no escuro e a absorbancia foi medida em 420
nm. O método do DPPH aplicado as concentracfes dos extratos irradiados permitiu a
avaliacdo quanto a capacidade do sequestro do radical. No método do radical ABTS, a
mistura extrato-solugéo foi lida na absorbancia de 734 nm. A atividade antioxidante total foi
avaliada a partir do método do Fosfomolibdénio. Para a quantificacdo dos taninos, a mistura
vanilina-4cido sulfurico foi adicionada aos extratos com respectivas leituras em 500 nm. A
avaliacdo da atividade antimicrobiana dos extratos foi testada nas concentraces de 2000 a 3,9
pg/mL contra isolados clinicos de S. aureus e P. aeruginosa. Os resultados fitoquimicos
qualitativos revelaram a presenca de flavonodides, derivados cindmicos, triterpenos, esterdides,
mono e sesquiterpenos, cumarinas, proantocianidinas condensadas e leucoantocianidinas nos
extratos irradiados. Os melhores valores de atividade hemolitica foram os extratos irradiados
na dosagem de 125 pg/mL, que resultou em 0% de hemdlise. No caso de atividade anti-
hemolitica, os extratos irradiados ndo apresentaram efeito significativo quando comparados
com os extratos controle, contudo aliquotas menores de extrato, principalmente para caule,
ocasionaram a melhora do efeito citoprotetor. Os maiores valores de compostos fendlicos
foram encontrados nos extratos de raiz irradiados, todavia a irradiacdo causou a diminuicéo
das concentracfes de compostos fenolicos nos extratos de caule. Para flavondides, o extrato
irradiado com 8 kGy de raiz e com 6 kGy de caule obtiveram os melhores resultados quando
comparados ao extrato ndo irradiado, enquanto que os taninos foram enriquecidos no extrato
de caule irradiado a 8 kGy. O sequestro de radicais livres, na atividade do radical DPPH,
manteve valores proximos de 90% para as concentraces acima de 125 pug/mL. Os resultados
do radical ABTS indicaram grande capacidade de sequestro para extrato de raiz irradiado com
10 kGy, confirmado com os resultados do TEAC. Na atividade do fosfomolibdénio, a maior
capacidade antioxidante foi verificada para o extrato de caule irradiado com 8 kGy. Para CMI
e CMB, a concentracdo de 125 pg/mL do extrato de raiz irradiado com 10 kGy foi capaz de
inibir 50% dos micro-organismos Gram positivos. Assim, a irradiacdo ndo reduziu a
citotoxicidade dos extratos, ndo causando hemdlise nos eritrocitos e incrementou as
propriedades antioxidantes e a atividade antimicrobiana dos extratos de raiz. Para o extrato de
caule, a irradiacdo aumentou a quantidade de taninos e a atividade antioxidante total.

Palavras chave: Syzygium cumini. Irradiacdo. Antioxidante. S. aureus. P. aeruginosa



ABSTRACT

Radiation has been utilized to increase the compounds with antimicrobial and antioxidant
activity in plant extracts. As Syzygium cumini (L.) Skeels presents antioxidant, antimicrobial,
antidiarrheal and astringent activities already known, the objective of this work was to assess
the secondary metabolites found in root and stem extracts of S. cumini irradiated with ® Co in
doses of 6, 8 and 10 kGy, to analyze the cytotoxic and antioxidant properties and to quantify
the antimicrobial activity of the irradiated extracts. For the qualitative analysis, thin-layer
chromatography was performed. The hemolytic and anti-hemolytic activity were done. The
Folin-Ciocalteau reagent was used to measure phenol compounds. For the flavonoids
quantification, the extract-reagent mixtures remained for 30 minutes in the dark and the
absorbance was measured at 420 nm. The DPPH method applied to the concentrations of the
irradiated extracts allowed the evaluation of the ability of the radical sequestration. In the
ABTS radical method, the absorbance of 734 nm of the extract-solution mixture was
determined. The total antioxidant activity was evaluated using the Phosphomolybdenum
method. For the quantification of the tannins, the vanillin sulfuric acid mixture was added to
the extracts. The evaluation of the antimicrobial activity of the extracts was tested at range of
2000 to 3.9 ug/mL against the S. aureus and P. aeruginosa microorganisms, clinical isolates.
The phytochemical qualitative results revealed the presence of flavonoids, cinnamic
derivatives, triterpenes, steroids, mono and sesquiterpenes, coumarins, condensed
proanthocyanidins and leucoanthocyanidins in irradiated extracts. The best hemolytic activity
values were the irradiated extracts at the concentration of 125 ug/mL that have resulted in 0%
hemolysis. In the case of anti-hemolytic activity, the irradiated extracts showed no significant
effect when compared to the control extracts, however, smaller concentrations of extract,
mainly for stem, improved the cytoprotective effect. The highest values of phenolic
compounds were found in the irradiated root extracts, although the irradiation has reduced the
phenolic compound concentrations in the stem extracts. For flavonoids, the extracts irradiated
with 8 kGy for root and with 6 kGy for stem presented the best results when compared to the
non-irradiated extract, while tannins were enriched in the stem extract irradiated at 8 kGy. In
the activity of the DPPH radical, free radical sequestration values achieved about 90% for
extract concentrations higher than 125 ug/mL. The ABTS results indicated a high
sequestration capability for root extract irradiated with 10 kGy, thereby confirmed through the
TEAC results. In the phosphomolybdenum activity, the highest antioxidant capability was
verified for the stem extract irradiated with 8 kGy. For CMI and CMB, the dosage of 125
pg/mL of the 10 kGy root extract was able to inhibit 50% of Gram positive microorganisms.
Hence, the irradiation did not reduce the cytotoxicity of extracts, causing no hemolysis in red
blood cells, and increased the antioxidant and antimicrobial activity of root extracts. For the
stem extract, the irradiation increased the amount of tannins and the total antioxidant activity.

Key words: Syzygium cumini. Irradiation. Antioxidant. S. aureus. P. aeruginosa
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1 INTRODUCAO

A origem do conhecimento do homem sobre as propriedades medicinais das plantas
se confunde com sua propria historia. H& milénios os vegetais tém sido utilizados pelos seres
humanos no tratamento de doengas. Porém, apenas ha pouco tempo, plantas se tornaram
objeto de estudo cientifico quanto as suas variadas propriedades medicinais
(NOVAIS et al., 2003).

Um dos assuntos mais preocupantes € a resisténcia de micro-organismos patogénicos
a multiplas drogas, que tem aumentado devido ao uso indiscriminado de antimicrobianos,
comumente comercializados e usados no tratamento de doengas infecciosas. A pesquisa de
novos agentes antimicrobianos se faz necessaria devido ao surgimento de micro-organismos
resistentes e de infec¢bes oportunistas fatais, associadas a AIDS, quimioterapia antineoplasica
e transplantes (PENNA et al., 2001). Essa situacdo tem forcado os cientistas a busca de novas
drogas, em que os vegetais sdo uma incomensuravel fonte de prospecgdo. A diversidade
molecular dos produtos naturais € muito superior aquela derivada dos processos de sintese
qguimica. Contudo, ha dificuldade inerente na reproducédo das rotas de sinteses de metabolitos
secundarios de plantas (NOVAIS et al., 2003).

Syzygium cumini (L) Skeels, pertencente a familia Myrtaceae, € uma arvore nativa
das regides dos tropicos, particularmente do Leste e Oeste da india, Tailandia, Filipinas e
Madagascar. Foi introduzida em muitas regides tropicais tais como Africa, bem como em
diversos estados das regides Sudeste, Nordeste e Norte do Brasil (DANADIO et al.,1998).
Também pode ser encontrada em algumas regiGes subtropicais como Flérida, California,
Argélia e Israel (ROSS, 1999; MAHMOUD et al., 2001). Estudos relacionados com S. cumini
mostram que algumas partes da planta tém propriedades antimicrobiana, antioxidante,
antidiarreica e adstringente (MORTON, 1987; ROSS, 1999; ALBERTON et al., 2001).

Na busca de potencializar a agdo antimicrobiana e antioxidante dos varios
componentes quimicos presentes nas plantas, tais como fenois, taninos, flavonodides, dentre
outros, diversas tecnologias tem sido aplicadas, incluindo a utilizagdo das radiacOes
ionizantes. Estudos mostram que a radiacdo foi capaz de reduzir ou aumentar a quantidade de
fenais, taninos ou flavondides de acordo com a dose empregada em varias espécies de plantas
influenciando assim na sua propriedade antimicrobiana e antioxidante (MACHI, 1998;
MECHI et al., 2005; SATOMI et al., 2005).
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Diante do exposto, este trabalho teve por objetivo geral analisar a citotoxicidade e as
propriedades antioxidantes, bem como avaliar quantitativavente a atividade antimicrobiana
dos extratos brutos de acetato de etila de raiz e caule de S. cumini irradiados nas doses de 6, 8
e 10 kGy por meio de um irradiador com fonte selada de ®°Co. Os objetivos especificos
foram:

1) Avaliar a atividade hemolitica e anti-hemolitica dos extratos controle e
irradiados;

2)  Realizar a prospeccdo fitoquimica dos extratos irradiados;

3)  Quantificar os compostos fenolicos (fenois, flavondides e taninos) nos extratos
das partes da planta antes e ap06s irradiagao;

4)  Auvaliar a atividade antioxidante dos extratos irradiados,

5)  Verificar a atividade antimicrobiana dos extratos de raiz e de caule frente a
isolados clinicos Gram positivos e Gram negativos,

6)  Analisar a potencializacdo da a¢do antimicrobiana ap0s irradiacdo dos extratos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Plantas medicinais e fitoterapicos

Para a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), plantas medicinais sdo todas aquelas
silvestres ou cultivadas, utilizadas como recurso para prevenir, aliviar, curar ou modificar um
processo fisiologico normal ou patoldgico, ou utilizado como fonte de farmacos e de seus
precursores. Fitoterapicos sdo produtos medicinais acabados e etiquetados, cujos
componentes ativos sdo formados por partes aéreas ou subterraneas de plantas, ou outro
material vegetal, ou combinacdes destes, em estado bruto ou em formas de preparacdes
vegetais (OMS, 2000; RATES, 2001).

Com a regulamentacdo pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
estabelecida por meio da Resolucdo da Diretoria Colegiada n°. 48/2004, os fitoterapicos sdo
medicamentos preparados exclusivamente com plantas ou partes de plantas medicinais
(raizes, cascas, folhas, flores, frutos ou sementes), que possuem propriedades reconhecidas de
cura, prevencdo, diagnostico ou tratamento sintomatico de doencas, validadas em estudos
etnofarmacoldgicos, documentagdes tecnocientificas ou ensaios clinicos de fase trés (um novo

tratamento é comparado com um tratamento padrdo existente).

2.1.1 Historico

A utilizacdo dos recursos da flora no tratamento de diversas patologias esta
intimamente relacionada ao desenvolvimento da humanidade ao longo do tempo de modo que
varios povos tém nessas plantas elementos préprios de sua cultura (FIRMO et al., 2011).
Datacdes desde 3150 a.C. apontam que os egipcios foram o0s responsaveis pela producdo da
primeira farmacopeia da Histéria (HELFAND; COWEN, 1990). Relatos sobre o uso de
plantas com finalidades terapéuticas sdo datados de 3.000 a.C. na obra Pen Ts’ao do chinés
Shen Nung (KO, 1999; TYLER, 1996).

Os egipcios, 1600 a.C., relataram no Papiro de Ebers a existéncia de muitos
medicamentos feitos a partir de plantas, animais e minerais. Varios ainda estdo em uso, como
por exemplo, coentro (Coriandrum sativum L.), funcho ou Erva-doce (Foeniculum vulgare
Miller), sene (Cassia angustifolia Vahl.), timo ou tomilho (Thymus vulgare L.) e a losna,

absinto, erva-do-fel, alenjo, erva-de-santa-margarida (Artemisia absinthium L.). Na india,



19

poemas épicos, Vedas, com cerca de 1500 a.C., fazem citacOes de plantas medicinais que até
hoje sdo utilizadas como alcaguz (Glycyrrhiza glabra), gengibre (Zingiber officinale Roscoe),
mirra, mirra-arabica ou incenso (Commiphora myrrha (Nees) Baillon), manjericdo (Ocimum
basilicum L.), alho (Allium sativum L.), crcuma ou acafrdo (Curcuma domestica L.) e aloe
vera ou erva-babosa (Aloe sp.) (CRF-SP, 2015).

No ano 78 d.C., o botanico grego Pedanios Dioscorides descreveu cerca de
600 plantas medicinais, aléem de produtos minerais e animais no tratado De Materia Medica.
Este tratado permaneceu como fonte de referéncia por mais de catorze seéculos
(ROBBERS et al.,1996; TYLER, 1996). Por meio da observacdo e da experimentacdo pelos
povos primitivos, foram descobertas e propagadas as propriedades terapéuticas de
determinadas plantas de geracdo em geracdo, fazendo parte da cultura popular (ELVIN-
LEWIS, 2001).

No século XVI, o médico suico Philippus Aureolus Theophrastus Bombastus von
Hohenheim, conhecido como Paracelsus (1493-1541), formulou a “Teoria das Assinaturas”,
baseada no provérbio latim “similia similibus curantur ”, isto €, semelhante cura semelhante.
Com esta teoria acreditava-se que a forma, a cor, o sabor e o odor das plantas estavam
relacionados com as suas propriedades terapéuticas, podendo dar indicios de seu uso clinico.
Algumas destas plantas passaram a fazer parte das farmacopeias alopaticas e homeopaticas a
partir do século XIX, quando foi iniciada a investigacdo de suas bases terapéuticas (ELVIN-
LEWIS, 2001).

Com o acontecimento da Revolucdo Industrial e o desenvolvimento da quimica
organica, os produtos sintéticos foram adquirindo primazia no tratamento farmacoldgico. Isto
ocorreu, entre outros fatores, pela maior facilidade de obtencdo de compostos puros, com o
desenvolvimento de processos de modificacdes estruturais (com vistas a farmacos mais ativos
e mais seguros), e pelo crescente poder econdmico das grandes companhias farmacéuticas.
Contudo, os produtos naturais ndo perderam seu lugar na terapéutica, sendo considerados
equivocadamente pela populagdo como medicamentos seguros, garantindo um crescimento
em sua utilizacdo (EISENBERG et al., 1998).

O uso das plantas medicinais no Brasil, um pais rico em diversidade, foi disseminado
principalmente pela cultura indigena. Seu territdrio possui cinco biomas bastante diversos
como a Floresta Amazonica, o Cerrado, a Mata Atlantica, o Pantanal e a Caatinga. Portanto, &
uma rica fonte de produtos terapéuticos. No entanto, este potencial para a descoberta de

plantas como fonte de novas drogas ndo foi ainda totalmente explorado ou regulamentado,
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contrastando com o que ocorreu em paises como Alemanha, Estados Unidos e Canada, cuja
biodiversidade ¢ menor (CALIXTO, 2000; RATES, 2001; VEIGA-JUNIOR, 2008).

Em meados dos anos 80, o desenvolvimento de pesquisas cientificas resultou na
identificacdo de 121 compostos de origem vegetal, originadas de 95 espécies de plantas,
sendo que, no periodo de 1983 a 1994, 6% dos medicamentos aprovados foram originados
diretamente de fontes vegetais e 24% eram de produtos derivados (ALVES, 2001). Mesmo
com o avanco tecnologico das inddstrias quimicas, produtos derivados de plantas medicinais
movimentam aproximadamente 500 milhdes de délares por ano no Brasil e estima-se que, no
mundo, seriam gastos cerca de US$ 27 bilhdes (em torno de 7% do mercado mundial de
medicamentos), conforme os dados do Instituto Brasileiro de Plantas Medicinais - IBPM
(BOTSARIS, 2016; DUARTE, 2006).

No Brasil, principalmente, nos locais em que 20% das 250 mil espécies catalogadas
pela UNESCO estdo localizadas, houve a expansdo da fitoterapia. Esse fato pode ser atribuido
a diversos fatores como os efeitos adversos de farmacos sintéticos, a preferéncia dos
consumidores por tratamentos “naturais”, a validacdo cientifica das propriedades
farmacoldgicas de espécies vegetais, o desenvolvimento de novos métodos analiticos
colocados a disposi¢do do controle de qualidade, o desenvolvimento de novas formas de
preparacOes e administracdes de produtos fitoterapicos e um melhor conhecimento quimico,
farmacoldgico e clinico das drogas vegetais e seus derivados, além também do menor custo se
comparado com os farmacos sintéticos (CANIGUERAL et al. 2003; CLARK, 2002;
VIEIRA, 2001).

Dentre os 252 farmacos essenciais selecionados pela Organizacdo Mundial da Salde
(OMS, 2000), 11% séo de origem exclusivamente vegetal e uma parcela significativa é
preenchida por medicamentos semissintéticos, obtidos a partir de precursores naturais
(RATES, 2001).

No inicio do século XXI, 80% da populacdo africana ja fazia uso dos fitoterapicos.
Nos Estados Unidos da Ameérica, esse mercado representa US$ 5 bilhGes ao ano. Em 2010,
11 das 25 drogas mais vendidas no mundo eram produtos naturais, enquanto que 42% das
vendas industriais eram produtos naturais ou seus derivados, totalizando US$ 17,5 bilhdes.
Em 2013, uma analise da Global Industry Analysts apontou que o mercado de produtos com
materia-prima de plantas (incluindo, além de medicamentos, alimentos e cosméticos) atingiu
US$ 93 bilhdes em 2014.

Para fins comparativos, um ndmero aproximado a 80% da populacdo européia

consome de alguma forma medicamentos fitoterapicos (sendo o consumo da Europa
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responsavel por aproximadamente 50% do mercado total do produto), e nos paises asiaticos, o
consumo chega a 40%. Para os fitoterpicos, o setor movimenta globalmente
US$ 21,7 bilhdes ao ano. No Brasil, cerca de US$ 160 milhdes ao ano sdo movimentados com
crescimento estimado anual das vendas em 15%. De modo geral, o setor de fitoterapicos
movimenta anualmente cerca de um bilhdo de reais em toda sua cadeia de producédo
(ELISABETSKY, 2010; ICON GROUP INTERNACIONAL, 2013).

Em se tratando das particularidades do pais, as plantas medicinais sdo utilizadas por
até 90% da populacgéo carente do Nordeste do Brasil, abrangendo 483 espécies de 79 familias,
que, na maior parte das vezes, servem como acesso primario & salde para muitas
comunidades (MATQS, 2002; SILVA et al., 2006; LOPES, 2010).

Com o desenvolvimento da Ciéncia e da Tecnologia, o valor terapéutico das plantas
medicinais vem sendo pesquisado e ratificado, assim como sua utilizacdo vem crescendo a
partir da recomendacdo por profissionais de saide (ANVISA, 2004).

O Ministério da Saude por meio do Departamento de Assisténcia Farmacéutica e
Insumos Estratégicos (DAF) aprovou a Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse
ao Sistema Unico de Satde (RENISUS) por meio da Portaria n® 971 de 03 de maio de 2006,
em que se estabelece o potencial terapéutico das plantas medicinais visando seu melhor
aproveitamento e uso pela populagdo. Refere-se a uma lista com 71 espécies de vegetais
(Tabela 1), dentre elas, Syzygium cumini (L.) Skeels, que foram selecionadas por serem
amplamente utilizadas pela populacao brasileira. A finalidade da relacdo Nacional de Plantas
Medicinais é orientar estudos e pesquisas que possam subsidiar a elaboracdo da lista de
plantas medicinal e fitoterapica a serem disponibilizados para uso da populacdo. Todas as
drogas vegetais aprovadas na relacdo sdo para o alivio de sintomas de doencas de baixa
gravidade, porém, devem ser rigorosamente seguidos os cuidados apresentados na embalagem
desses produtos, de modo que seja assegurado 0 uso correto e ndo leve a problemas de salde,

como reagdes adversas ou mesmo toxicidade (RENISUS, 2009).
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Tabela 1. Lista de plantas medicinais utilizadas no Sistema Unico de Satde - SUS.

Continua...

Nimero Espécie Nome Vulgar

1 Achillea millefolium Mil-folhas, Milfélio, ou Maceldo

2 Eleutherine plicata Coquinho, marupai ou marupuazinho

3 Petroselinum sativum Salsa ou cheiro-verde

4 Allium sativum Alho

5 Equisetum arvense Cauda de cavalo, cavalinha ou pinheirinha

6 Phyllanthus spp. Erva-pombinha ou quebra-pedra

7 Aloe spp. Aloe vera ou erva-babosa)

8 Erythrina mulungu (Mulungu)

9 Plantago major Tanchagem ou tanchagem-maior

10 Alpinia Coldnia, falso-cardamomo, ou jardineira

11 Eucalyptus globulus Eucalipto ou gomeiro-azul

12 Plectranthus barbatus = Coleus barbatus Boldo ou Boldo-brasileiro

13 Anacardium occidentale Cajueiro

14 Eugenia uniflora ou Myrtus brasiliana Pitangueira ou pitanga-vermelha

15 Polygonum spp. Erva-de-bicho

16 Ananas comosus Abacaxi

17 Foeniculum vulgare Funcho ou erva-doce

18 Portulaca pilosa Amor-crescido

19 Apuleia ferrea ( Caesalpinia ferrea) Jucd, pau-de-ferro-verdadeiro

20 Glycine max Soja

21 Psidium guajava Goiabeira

22 Arrabidaea chica Crajiru, pariri ou cip6-cruz

23 Harpagophytum procumbens Garra-do-diabo

24 Punica granatum Romeira

25 Artemisia absinthium Artemisia

26 Jatropha gossypiifolia Pe&o-roxo, jalop&o ou batata-de-téu

27 Rhamnus purshiana Cascéra-sagrada

28 Baccharis trimera Carqueija ou carqueija-amargosa

29 Justicia pectoralis Anador

30 Ruta graveolens Arruda

31 Bauhinia spp Pata-de-vaca

32 Kalanchoe pinnata = Bryophyllumcalycinum Folha-da-fortuna

33 Salix alba Salgueiro branco

34 Bidens pilosa Picéo-preto

35 Lamium album Urtiga-branca

36 Schinus terebinthifolius Aroeira

37 Calendula officinalis Caléndula

38 Lippia sidoides Alecrim-pimenta

39 Solanum paniculatum Jurubeba-verdadeira

40 Carapa guianensis Andiroba

41 Malva sylvestris Malva

42 Solidago microglossa Arnica-do-Brasil

43 Casearia sylvestris Guacatonga

44 Maytenus spp Espinheira-santa

45 Stryphnodendron spp. Barbatim&o-verdadeiro

46 Chamomilla recutita Camomila

47 Mentha pulegium Poejo

48 Syzygium spp. (S. jambolanum ou S. cumini) Jamel&o, azeitona ou jambol&o

49 Chenopodium ambrosioides Erva-de-santa-Maria

50 Mentha spp. Hortela

51 Tabebuia avellanedae Ipé-roxo-de-bola, ipé-una, ipé-roxo-grande

52 Copaifera spp. Copaiba

53 Mikania spp. Guaco ou Cipo-caatinga

54 Tagetes minuta Cravo

55 Cordia spp. Moleque-duro ou cravo-do-norte

Momordica charantia

Meldo-de-Sao-Caetano
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http://www.plantasmedicinaisefitoterapia.com/plantas-medicinais-picao-preto.html
http://www.plantasmedicinaisefitoterapia.com/urtiga-branca-lamium-album.html
http://www.plantasmedicinaisefitoterapia.com/plantas-medicinais-calendula-margarida.html
http://www.plantasmedicinaisefitoterapia.com/plantas-medicinais-alecrim-pimenta.html
http://www.plantasmedicinaisefitoterapia.com/plantas-medicinais-andiroba.html
http://www.plantasmedicinaisefitoterapia.com/propriedades-da-planta-medicinal-e-do-cha-de-malva-sylvestris.html
http://www.plantasmedicinaisefitoterapia.com/arnica-do-brasil-solidago-microglossa.html
http://www.plantasmedicinaisefitoterapia.com/plantas-medicinais-guacatonga.html
http://www.plantasmedicinaisefitoterapia.com/camomila-matricaria-recutita.html
http://www.plantasmedicinaisefitoterapia.com/erva-de-santa-maria-ambrosina.html
http://www.plantasmedicinaisefitoterapia.com/plantas-medicinais-copaiba.html
http://www.plantasmedicinaisefitoterapia.com/plantas-medicinais-cravo-de-defunto-tagetes-minuta.html
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Tabela 1. Lista de plantas medicinais utilizadas no Sistema Unico de Satde - SUS.

Concluséo

Numero Espécie Nome Vulgar

57 Trifolium pratense Trevo-vermelho

58 Costus spp (Costus scaber ou Costus spicatus) Cana-do-brejo

59 Morus spp. Amoeira

60 Uncaria tomentosa Unha-de-gato

61 Croton spp. Canelinha ou Alecrim-de-caboclo

62 Ocimum gratissimum Alfavaca

63 Vernonia condensata Boldo-da-Bahia

64 Curcuma longa Gengibre-amarelo ou falso-a¢afréo

65 Orbignya speciosa Babacu

66 Vernonia spp Assa-peixe

67 Cynara scolymus Alcachofra

68 Passiflora spp. Maracuja

69 Zingiber officinale Gengibre

70 Dalbergia subcymosa Veronica

71 Persea spp. Abacateiro

Fonte: Brasil (2015)

2.1.2 Propriedades medicinais do género Sygyzium

O género Syzygium é considerado um dos maiores da familia Myrtaceae, com
aproximadamente 1.139 espécies de arvores e arbustos, dos quais cerca de grande parte sdo
distribuidas no Brasil e assumem destaque especial, por fornecer extratos utilizados na
medicina tradicional como antimicrobianos, anti-inflamatérios, hipoglicemiante e
cardiotdnicos (DE OLIVEIRA et al., 2005; HUSSEIN et al., 2003;
VENDRUSCOLDO et al., 2005; THE PLANT LIST 2013, 2016).

Nas ultimas décadas, muitas sdo as espécies de plantas pesquisadas no mundo em
busca de novas drogas contra as inumeras enfermidades, seja para o tratamento de uma
gastroenterite, dor de cabeca, hipertensdo ou que possuam atividade anti-hipoglicemiante
como é o caso da azeitona-preta (jamboldo) Syzygium cumini (L.) Skells. (ROSS, 1999).
Loguercio et al. (2005) avaliaram a existéncia de efeito antibacteriano de extrato
hidroalcodlico a 10% (m/v) de folhas de jamboldo em 17 isolados bacterianos Gram positivos
dentre eles S. aureus e Bacillus cereus e Gram negativos, P.aeruginosa e Proteus sp., e houve
inibicdo do crescimento em 100% dos micro-organismos testados.

Locher et al. (1995) estudaram a atividade antimicrobiana e anti-inflamatéria de
diversos extratos de plantas medicinais do Havai. Estes autores observaram que o extrato
aquoso da casca do caule de Syzygium malaccense (jambo vermelho) na concentracdo de
125 pg/mL fora capaz de inibir o crescimento do virus Herpes Simplex-1. Os autores

avaliaram também a atividade antibacteriana do extrato aquoso das folhas S. malaccense e


http://www.plantasmedicinaisefitoterapia.com/plantas-medicinais-trevo-vermelho.html
http://www.plantasmedicinaisefitoterapia.com/cana-do-brejo-costus-spicatus-beneficios-propriedades.html
http://www.plantasmedicinaisefitoterapia.com/plantas-medicinais-unha-de-gato.html
http://www.plantasmedicinaisefitoterapia.com/plantas-medicinais-curcuma.html
http://www.plantasmedicinaisefitoterapia.com/plantas-medicinais-babacu.html
http://www.plantasmedicinaisefitoterapia.com/alcachofra-cynara-scolymus-beneficios-propriedades.html
http://www.plantasmedicinaisefitoterapia.com/plantas-medicinais-gengibre.html
http://www.plantasmedicinaisefitoterapia.com/plantas-medicinais-veronica.html
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verificaram uma inibicdo do crescimento de cepas de Streptococcus pyogenes e
Staphylococcus aureus numa concentragéo de 100 pg/mL.

Em um estudo realizado na Suica com a microflora natural encontrada em acelgas
organicas, foi detectado que os Oleos essenciais de Eucalyptus globulus, Melaleuca
alternifolia, Pimpinella anisum e Syzygium aromaticum apresentaram a maior atividade
antimicrobiana. Para estes 6leos, os valores da concentracdo minima bactericida (CMB) foram
de 0,093-1,5 mL/100 mL (PONCE et al., 2003).

Em outro estudo realizado com quatro espécies de plantas medicinais, foi verificado
por meio do teste de difusdo em agar, atividade antimicrobiana dos extratos hidroalcoolicos
dos botdes florais do cravo-da-india (Syzygium aromaticum) frente as cepas de Candida
estudadas (SILVA, 2012a).

Venturoso et al. (2011), estudando extratos bruto aquosos de alho, arruda, canela,
cravo-da-india, cavalinha, eucalipto, horteld, jabuticaba, meldo sdo caetano e nim na
concentracdo de 20% frente a Aspergillus sp., Penicillium sp., Cercospora kikuchii,
Colletotrichum sp., Fusarium solani e Phomopsis sp. concluiram que os extratos de cravo-da-
india, alho e canela apresentaram maior atividade antifingica sobre os fitopatdgenos, quando
comparados aos demais extratos utilizados, destacando o extrato de cravo-da-india
(S. aromaticum), que inibiu completamente o desenvolvimento de todos os fungos testados.

Tsakala et al. (1996) observaram a agdo antibacteriana de Syzygium guineense Willd.
contra varios patdgenos como Salmonella, Shigella, Escherichia coli e Enterobacter. Por
outro lado, Burt e Reinder (2003) ndo observaram efeito inibitério de jambolao
sobre E. coli O157:H7. Dorman e Deans (2000) testaram Oleos essenciais extraidos de varias
plantas medicinais dentre elas Syzygium aromaticum (L.) Merr, constatando acéo
antibacteriana sobre patogenos de plantas, animais e espécie humana, especialmente o0s
causadores de infeccdo alimentar. Caio e Wu (1996) também, ao testar S. aromaticum,
encontraram resultados semelhantes sobre varias bactérias Gram negativas anaerdbias,
causadoras de infecgdes periodontais.

Em um estudo realizado com extratos metanolicos de Syzygium australe (Ber) e
S. luehmannii (F. Muell), foi encontrada pouca atividade fungicida contra Aspergillus niger
(Tiegh) (COCK, 2012; MARTINS et al., 2016). Wright et al. (2016), em estudo com extratos
de frutos e folhas de Syzygium australe (Ber) e S. luehmannii (F. Muell) contra Clostridium
perfringens, encontraram que o extrato metandlico do fruto de S. australe foi o inibidor mais

potente com halos de 19 mm.
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Na pesquisa de Govindarajan e Benelli (2016), o potencial mosquitocida do 6leo
essencial (OE) de folhas de Syzygium zeylanicum foi avaliado contra larvas de trés mosquitos
de importancia médica e veterinaria, o vetor da malaria Anopheles subpictus, o vetor
secundario da dengue Aedes albopictus, e o vetor encefalite japonesa Culex tritaeniorhynchus.
O oleo essencial teve um efeito toxico significativo contra larvas de terceiro estagio precoce
de A. subpictus, A. albopictus, e C. tritaeniorhynchus, com valores de CLs de 83,11; 90,45 e
97,96 pg/mL, respectivamente.

Bai et al. (2014) isolaram a partir da haste de Syzygium kusukusense cinco
triterpenos, &cido 2 a-hidroxibetulinico (1), o &cido betulinico (2), acido platanico (3), acido
ursélico (4), e acido hiptatico-A (5). A avaliacdo das atividades citotoxicas destes compostos
contra um painel de linhas celulares tumorais humanas revelou a alta poténcia dos compostos
1 (IC50: 5,7-7,6 uM) e, especialmente, 4 (IC50: 1,7-3,7 uM) na supressdo da viabilidade
celular.

Em um trabalho avaliando a atividade antimicrobiana de extratos de folhas de
Syzygium calophyllifolium sobre Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus
cereus, dentre outros, Sumithra e Kumar (2016) concluiram que os extratos apresentaram
CMI (concentracdo minima inibit6ria) variando de 5 a 10 mg /mL e CMB ( concentracao
minima bactericida) de 8 a 20 mg/mL.

2.1.3 Informac6es boténicas de S. cumini

A espécie Syzygium cumini é pertencente & familia Myrtaceae, cuja denominagdo
provém do grego “myron”, ou seja, perfume. Compreende mais de 5.970 espécies agrupadas
em 145 géneros distribuidos em 2 subfamilias: Psiloxyloideae e Myrtoideae (PINTO, 1956;
DANADIO et al.,, 1998; ROSS, 1999; DI STASI;HIRUMA-LIMA,2002; THE PLANT
LIST 2013, 2016).

Ha vegetais importantes sobre diversos aspectos nessas familias, aqueles que dao
frutos comestiveis como a jaboticabeira (Eugenia cauliflora O. Berg), a goiabeira (Psidium
guajava L.), a romeira (Punica granatum L.), a uvaia (Eugenia uvalha (Cambess.) D.
Legrand) e o jambo (Eugenia jambosa L.). Algumas espécies sdo denominadas aromaticas
como o craveiro da india (Caryophillus aromaticus), a murfa (Myrtus communis) e o cajepute
(Melaleuca cajeput) (PINTO, 1956; DI STASI; HIRUMA-LIMA, 2002). No género Syzygium

(sinonimia: Eugenia), 14 espécies, incluindo Eugenia uniflora L., Eugenia punissifolia,


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Govindarajan%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27026503
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Syzygium jambos (L.) Alst e Syzygium jambolanum DC., possuem comprovado efeito
fisiol6gico em varios seres vivos, incluindo o homem (ALBERTON et al., 2001).

A espécie Syzygium cumini (L.) Skeels apresenta varias sinonimias cientificas tais
como Eugenia jambolana Lam., Syzygium jambolanum D.C., S. caryophylifolium D.C.,
Eugenia cortisona Lour., E. frondosa Wall., E. caryophylifolia Lam., E. jambolifera Roxb.,
E. moorei Muell., E. obtusifolia Roxb., E. cumini Druce, Jambolifera pedunculata Gaertn, E.
glomerata Sieber, Calyptranthes caryophylifolia Willd, C. jambolana Willd, C. cumini Pers. e
Myrtus cumini L., dentre outros (TIMBOLA et al., 2002; MIGLIATO et al., 2006; THE
PLANT LIST 2013, 2016).

S. cumini é uma espécie arborea (Figura 1a) que pode atingir cerca de 10 m de altura
e de trés a quatro metros e meio de didametro de projecdo da copa, com folhagem abundante,
no caule sdo encontrados ramos de coloracdo acinzentada-claro, com fissuras escuras e
cicatrizes foliares bastante aparentes. Possui o caule aéreo, ereto, tipo tronco lenhoso e
cilindrico, apresentando ramificag¢do caulinar do tipo simpodial. Os ramos séo retorcidos com
folhas dispostas em filotaxia oposta. As folhas (Figura 1b) sdo simples, pecioladas,
lanceoladas ou lanceoladas oblongas até elipticas, com margens onduladas, apices cuspidados
e bases cuneadas. A nervacdo é peninérvea, apresentando nervura marginal e coletora
(MORTON, 2013; ALBERTON et al., 2001; MIGLIATO et al., 2006). As flores (Figura 2a)
estdo dispostas em inflorescéncias, de coloragdo branca a creme, axilares, racemosas,
plurifloras compostas, sendo semelhantes quanto a forma das paniculas mircedides, que
caracterizam outros géneros pertencentes a familia Myrtaceae. Tanto o peddnculo principal
quanto os pedicelos se apresentam pouco retorcidos, como ocorre nos ramos. As flores sdo
hermafroditas, com calice gamossépalo e corola dialipétala. O androceu é dialisttmone e
polisttmone, apresentando anteras globosas que, por sua vez, estdo inseridas
dorsiventralmente no filete e apresentam deiscéncia longitudinal. O gineceu apresenta ovario
infero, gamocarpelar, bicarpelar, bilocular com placentacdo axial (MORTON, 2013;
ALBERTON et al., 2001; MIGLIATO et al., 2006). Os frutos (Figura 2b) sdo carnosos do
tipo baga, elipticos, apresentando cerca de 3 a 4 cm de comprimento e 2 cm de didmetro, com
pericarpo de coloragdo roxa escura intensa, apresentando apenas uma semente de aspecto oval
e coloragdo marrom escura. O mesocarpo é carnoso, mucilaginoso e sucoso com sabor acido e
adocicado, oferecendo forte sensacdo de adstringéncia. No Brasil, as flores de jamboldo sdo
encontradas nos intervalos dos meses de setembro a novembro e o fruto, encontrado nos
meses de dezembro a fevereiro (MORTON, 2013; ALBERTON et al., 2001;
MIGLIATO et al., 2006).
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Figura 1. Arvores de Syzygium cumini (a) e suas folhas (b)

Fonte: A Autora.

Figura 2. Flores (a) e frutos (b) de Syzygium cumini.

Fonte: A Autora.

2.1.4 Propriedades medicinais de S. cumini

As espécies conhecidas como jameldo, jamboldo e azeitona-preta sdo consideradas
como plantas de uso multiplo, devido a suas inumeras aplicagdes. Sygyzium cumini, além de

fornecer frutos e madeira, produz O6leo essencial com substdncias que apresentam
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caracteristicas antioxidante, antiviral e anticarcinogénica, antibacteriana, antialérgica, anti-
inflamatoria e hipoglicemiante (CARVALHO, 2013). O intenso uso do S. cumini na medicina
popular despertou a atencdo de pesquisadores quanto as propriedades medicinais da planta.
Inimeras agdes farmacologicas do jamboldo foram encontradas e descritas de acordo com a
Tabela 2 (MIGLIATO et al., 2006). A utilizagcdo dos frutos do S. cumini como oficial ou
farmacopéico foi apresentada pela The British Herbal Pharmacopoeia em 1983, na forma de
extrato seco ou hidroetandlico na proporcdo de 1:1 em 25% de alcool (THE BRITISH
HERBAL PHARMACOPOEIA, 1983).
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Tabela 2. Propriedades medicinais de Syzygium cumini (L.) Skeels

Parte da planta Propriedades

Diabetes, acdo  hipotensiva,  diuréticas,
adstringéncia, obstipacéo, leucorréia,
cataplasma em doencas de pele, acalmar
prurido, anti-inflamatéria

Folha

Antidiarréica, agdo inibitoria contra atividade
do HIV - 1 protease, hipoglicemiante,
adstringéncia e obstipagdo, tratamento de
hemorragias e leucorréia, diabetes e Ulcera
Casca venérea, indigestdo e purificacdo do sangue,
disenteria, dispepsia, antisséptico, adstringente
em ulceragBes bucais, gengivas esponjosas e
estomatite, inflamagdes locais, queimaduras,
cardiotonico e estimulante do SNC, antipirético.

Anticonvulsivante, hipoglicemiante,
adstringente e obstipacdo, atividade eupéptica,

Semente anti-hemorragica, para alteragdes no estdmago,
anti-inflamatéria, bactericida, diarréia, diabetes,
disenteria e hipertensao.

Hipoglicemia, adstringéncia e obstipacdo,
diuréticos e estomaticos, tratamento
gastrintestinal, adstringente e oral para Glcera de

Frutos estomago, reducdo de acidez e diabetes,
carminativo, antiescorbutico, diarréia aguda e
crbnica, retengdo urinaria, gargarejo para
irritacbes da garganta, locdo descamacdo do
couro cabeludo, anti-inflamatério, antipirético
no tratamento de disenteria.

Flores Atividades antibioticas.

Raiz Antiemético, aumentar a lactacdo em lactantes.

Fonte: Alberton et al. (2001); Timbola et al. (2002); Sharma et al. (2003).

Migliato et al. (2006) utilizaram frutos de S. cumini para avaliar a atividade
antimicrobiana de extratos etandlicos, empregando diferentes concentracfes e métodos
extrativos, nos quais obtiveram uma concentragdo minima antimicrobiana entre 1250 ug/mL a
312,5 pg/mL.

O emprego do extrato do jambolao obtido a partir da casca seca de seu tronco foi
relatado por Blumenthal et al. (1998), para o tratamento da diarréia, adicionalmente ao de

inflamacGes. Os autores apresentaram a utilizagdo do extrato por meio das vias de
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administragdo oral e topica, salientando que a terapéutica envolvendo a atividade antidiarréica
do extrato deve ser eficaz em, no maximo, quatro dias.

Diversos estudos mostram que S. cumini tem atividade antimicrobiana contra varios
micro-organismos, dentre eles, Pseudomonas aeuruginosa, Shigella sp., Bacillus subtilis,
Proteus sp., Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Candida albicans, além de apresentar
atividades antioxidante e antiproliferativa de células tumorais (NASCIMENTO et al., 2000;
HOFLING et al., 2010; AFIFY etal., 2011).

Contudo, esta planta apresenta constituintes quimicos diversos (metabolitos
primarios ou secundarios) e, por meio da triagem fitoquimica, os compostos apresentam
variabilidade nas diferentes estruturas de sua anatomia configurando assim suas propriedades
antioxidante e antimicrobiana (AHMAD; BEG, 2001).

2.2 Fitoquimicos

Os fitoquimicos sdo substancias quimicas de plantas, ndo nutritivas, com
propriedades protetivas e de prevencdo de doencas. S&o basicamente divididos em dois
grupos: metabdlitos primarios e secundarios de acordo com suas funcdes no metabolismo da
planta. Os metabdlitos primarios compreendem acglcares comuns, aminoacidos, proteinas e
clorofila, enquanto que metabdlitos secundarios consistem principalmente em alcal6ides,
flavonoides e taninos, também encontrados em Syzygium cumini (MISHRA et al., 2013). O
metabolismo primario necessita de substancias ja formadas para manter oS processos
essenciais comuns nos vegetais. Essas substancias exercem funcdes de: fotossintese,
respiracdo celular, transportes de solutos, sintese dos nucleotideos, lipidios, carboidratos, e da
clorofila, sendo, entdo, responsaveis pelo crescimento e manutencdo celular
(CASTRO et al., 2005).

As plantas tém uma capacidade inata de sintetizar antioxidantes ndo enzimaticos. No
entanto, sob condicdes bidticas e abidticas, estresse, a producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) aumenta nas plantas, resultando na inducdo de estresse oxidativo. Em
resposta ao aumento do estresse, as plantas aumentam a produgdo e acumulacdo de varios
antioxidantes de baixo peso molecular (por exemplo, vitamina C, vitamina E, acidos fenolicos
etc.) e metabdlitos secundarios antioxidantes moleculares, tais como taninos, que conferem
efeitos antioxidantes a maioria das plantas sob estudos in vitro funcionando como
eliminadores de radicais livres, agentes redutores e quelantes de metais (Figura 3)
(KASOTE et al., 2015).
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Figura 3. Figura esqueméatica do potencial antioxidante das plantas
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Fonte: Modificado de Kasote et al. (2015).

Pelo seu carater de compostos ndo essenciais para o metabolismo da planta,
compostos resultantes do metabolismo secundario podem ser vistos como substancias que,
aparentemente, ndo exercem funcéo para o organismo, visto que a sobrevivéncia do individuo

ndo € totalmente dependente de sua producdo. Estes metabdlitos apresentam funcdes de
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defesa contra herbivoros e micro-organismos patogénicos, sustentacdo estrutural,
pigmentacdo e de atracdo (odor, cor ou sabor) para animais polinizadores e dispersores de
sementes e também atuam como agentes na competicdo planta-planta e nas simbioses entre
plantas e micro-organismos (CASTRO et al., 2005).

Os fatores atuantes da formacdo e o acumulo dos metabdlitos secundarios sdo
sazonalidade, ritmo circadiano, temperatura, idade e desenvolvimento da planta, bem como as
condi¢cdes ambientais dos diferentes 6rgdos vegetais, disponibilidade hidrica, conforme é
ilustrado na Figura 4 (LOPES; GOBBO-NETO, 2007).

Figura 4. Principais fatores relacionados ao acimulo de metabolitos secundarios

nas plantas
O Ritmo circadiano
Indrc- plwiumihicu
Saronalidade Radiacdo UV
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Atogue de patégenos

Fonte: Lopes e Gobbo-Neto (2007)

Em varios estudos feitos com partes do jamboldo foram encontrados nas sementes
taninos hidrolisaveis (acido galico, elagico, corilagico) (Figura 5), quercetina, antimelina, éleo
essencial (a e B-pineno, canfeno, mirceno, limoneno, cis-ocineno, trans-ocineno, y- terpineno,
acetato de bornila, a-copaeno, a-humuleno e candineno), materiais resinosos e glicose. Nas
cascas, estdo presentes o acido acetil oleandlico, triterpendides, acido elagico, isoquercetina,
quercetina, canferol e miricetina; nas folhas, acido galico, metilgalato, canferol, miricetina,
acido elagico, acido clorogénico, quercetina e nilocitina. Nos frutos foram encontradas
antocianidinas e nas flores o acido oleandlico (ROSS, 1999; OLIVEIRA; AKISUE, 2000;
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MAHMOUD et al., 2001; ALBERTON et al., 2001; TIMBOLA et al., 2002; DAMASCENO
etal., 2002; ZANOELLO et al., 2002).

Figura 5. Taninos hidrolisaveis encontrados em S. cumini (L.) Skeels
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Fonte: QNINT (2016)

2.2.1 Taninos

Tanino é um termo utilizado para designar substancias poliméricas fendlicas de
origem vegetal capazes de curtir couro ou precipitar gelatina em solucdo, propriedade essa
que é conhecida como adstringéncia. A adstringéncia ocorre devido a precipitacdo de
glicoproteinas salivares, levando a perda do poder lubrificante (BRUNETON, 1991). Sao
polifénois de origem vegetal encontrados em extratos de 6rgdos de plantas (casca, caule,
folhas, frutos e raizes) (LOGUERCIO et al., 2005). Estas substancias estdo presentes em
alimentos de origem vegetal, como por exemplo: frutas, legumes, sementes, graos cereais e
bebidas (vinho, cha, cidra e cacau) e nas plantas. Sdo metabdlitos secundarios de vegetais
superiores, sollveis em &gua, que possuem propriedades especiais como precipitar proteinas e
alcaloides e protecdo do vegetal frente ao ataque de alguns patégenos e herbivoros
(COWAN, 1999; BUELGA; SCALBERT, 2000).

Os taninos sdo divididos de acordo com a estrutura quimica em dois grandes grupos:
taninos hidrolisaveis (consistem de ésteres de acidos galicos e &cidos elagicos glicosilados) e
taninos condensados ou proantocianidinas (produtos do metabolismo do fenilpropanol). Sao

~

compostos  fendlicos, e, portanto sdo  altamente  reativos  quimicamente
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(MONTEIRO et al., 2005). Estes compostos sdo facilmente oxidaveis, tanto por enzimas
vegetais especificas quanto por influéncia de substancias quimicas, como cloreto férrico, o
que ocasiona o escurecimento de suas solu¢des (MELLO; SANTQOS, 2001).

Viegas et al. (2007), ao estudar metabolitos secundarios em jamboldo, encontraram a
presenca das antocianinas malvidina, delfinidina e petunidina. Segundo os autores, oS
elevados teores de antocianinas encontrados na planta foram equivalentes aos teores
encontrados nas “blueberries”, classificados como a primeira comddite nutracéutica de grande
valor comercial.

Durédes et al. (2009) quantificaram pigmentos antocianicos totais em frutos de
jambol&o, obtendo valor de 520 mg/L. Quando comparados com o0s teores encontrados para
frutas pequenas como amora-preta (120-1726 mg/100 g) e acai (50 mg/100g), foi possivel
perceber o grande valor dos frutos como fonte de antocianinas, especialmente na alimentacéo
de comunidades localizadas no Nordeste brasileiro, que ndo possuem as fontes tradicionais
deste antioxidante natural (MOTA, 2006; BOBBIO et al., 2000).

Muitos taninos encontrados em plantas medicinais e alimentos tém sido utilizados
sem apresentarem toxicidade aparente (OKUDA, 2005). Taninos isolados de diversas plantas
apresentaram atividade anti-hemorrdgica, anti-inflamatoria, antidiabética, diurética,
antitumoral, antisséptica, purgativa, antiulcerogénica, anti-histaminica e antimicrobiana
(PANSERA et al., 2003; OLIVEIRA et al, 2005, MUTHUSAMY et al., 2008;
AMAROWICZ et al., 2008).

Uma das acOes para a atividade antimicrobiana dos taninos é a formacédo de complexos
irreversiveis com a prolina, resultando na inibicdo da sintese proteica da parede celular dos
micro-organismos (DALL’AGNOL et al., 2003). Corrales et al. (2009) propuseram que a
atividade antimicrobiana de taninos poderia ser devido a trés mecanismos: inibicdo de
enzimas bacterianas e fungicas e/ou complexacdo com 0s substratos dessas enzimas; a acdo
sobre as membranas celulares dos micro-organismos, modificando seu metabolismo, e a
complexacédo dos taninos com ions metalicos, diminuindo a disponibilidade de ions essenciais
para o metabolismo microbiano.

Devido ao seu potencial antimicrobiano, taninos isolados de diversas fontes vegetais
sdo testados como uma possivel alternativa terapéutica (ALBUQUERQUE et al., 2007;
RODRIGUES et al., 2014). Silva et al. (2007) relataram a atividade antimicrobiana de taninos
frente a bactérias Gram-positivas, afirmando que a agdo se deu por meio da inibi¢cdo do

sistema enzimatico bacteriano, levando a ruptura da parede celular.
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2.2.2 Terpenos ou Terpenoides

Sé&o derivados do acido mal6nico localizados no citoplasma da célula. S&o insoltveis
em agua e biossintetizados a partir de metabdlitos primarios. Alguns terpenos possuem fungéo
bem caracteristica no crescimento e desenvolvimento da célula vegetal, podendo ser, em
alguns casos, considerados metabolitos primarios ao invés de metabdlitos secundarios, como
por exemplo, a gliberelina, um horménio vegetal que €é um diterpeno
(LICHTENTHALER, 1999).

Os triterpendides, pertencentes a classe dos terpenos, sdo metabdlitos secundarios
produzidos apenas pelas plantas. S8o igualmente provenientes do oOxido de esqualeno,
contudo, ao contrario dos esterdis, ndo ha degradacdo da cadeia carbbnica e, portanto,
apresentam um esqueleto com trinta atomos de carbono (PATOCKA, 2003). S&o diversos 0s
relatos de atividades biol6gicas dos triterpendides como anti-inflamatérios, bactericidas,
fungicidas, antimicrobianos, antivirais, analgésicos, cardiovasculares e antitumorais
(MENDES, 2004).

E relatado na literatura que pelas suas caracteristicas hidrofdbicas, os terpenos
interagem com a membrana celular de células bacterianas provocando sua lise, aspecto
importante que confere a essa substdncia uma propriedade antibacteriana
(TURINA et al., 2006). Carson et al. (2002) em seus estudos comprovaram que o a-terpineol,
um monoterpeno alcool, que é isolado a partir de fontes vegetais, possui atividade
antibacteriana ndo apenas para cepas de Staphylococcus aureus, mas também para bactérias

Gram-negativas como Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli.

2.2.3 Esterdéides

Os esterdides sdo triterpenos modificados e originados das fracBes lipidicas de
vegetais e animais (DEWICK, 2001). Possuem um esqueleto formado por quatro anéis
fundidos (tetraciclicos do lanosterol), de trés a seis membros e um anel de cinco membros,
podendo estar ou ndo ligado a uma cadeia de tamanho variavel, em que na posicao trés esta
oxidada com um grupo hidroxila ou carbonila. Essas substancias podem ocorrer na forma
livre, esterificados ou conjugados como glicosideo (JONES et al., 2000). Quase sempre, 0S
esterdides se encontram em misturas devido as suas semelhancas estruturais, dificultando,
assim, o isolamento individual. Varios estudos vém revelando os efeitos indiretos dos

fitosterois na reducdo das doencas cardiacas, por meio da diminuicdo dos niveis plasmaticos


http://www.tuasaude.com/escherichia-coli/

36

de colesterol total e LDL-colesterois. S80 componentes dos lipidios de membrana e
percursores de horménios esterdides em mamiferos (testosterona, progesterona), plantas
(brassinoesteroides) e insetos (ecdiesterdides) (PERES, 2004).

2.2.4 Saponinas

As saponinas sdo compostos amplamente distribuidos em vegetais e possuem
diferentes estruturas quimicas. S&o glicosideos com nucleo tipo furostanolico ou
espirostanolico e apresentam em sua estrutura uma parte lipofilica denominada aglicona ou
sapogenina e uma parte hidrofilica constituida por um ou mais aclcares, conferindo a
propriedade de formar espuma (PIRES et al., 2002). Dois grupos de saponinas sao existentes:
as esteroidais e triterpendides, cuja diferenciacdo ocorre pela quantidade de atomos de
carbono presente em sua estrutura quimica. Saponinas esteroidais possuem um esqueleto
tetraciclico com 27 carbonos, ja triterpendides possuem um esqueleto pentaciclico com 30
carbonos (GUAJARDO-FLORES et al., 2012). Nas plantas, as saponinas atuam como uma
barreira quimica, na regulacdo do crescimento e no sistema de defesa contra patdgenos
(WINA et al., 2005). Algumas saponinas também j& mostraram ter propriedades
antimicrobiana (ELSOHLY et al., 1999), antiviral (SIMOES et al., 1999a) e antitumoral (XU
etal., 2012).

2.2.5 Derivados cindmicos

O 4cido cindmico é um &cido organico de ocorréncia natural em plantas e apresenta
baixa toxicidade e um amplo espectro de atividades bioldgicas. Os derivados do &cido
cindmico constituem uma classe de compostos que sdo facilmente encontradas em frutos,
flores e vegetais. Essas substancias desempenham papel importante como intermediarios para
a producdo de diferentes farmacos (SHARMA, 2011). O acido cindmico e seus derivados tem
despertado o interesse de pesquisadores devido as suas diversas atividades bioldgicas, dentre
elas, as atividades antitumoral, antifingica e antibacteriana (CHIRIAC et al., 2005), além do
efeito citotoxico contra varias linhagens de células tumorais (LEE et al., 2003;
DE et al., 2011).

Muitos derivados de acido cinamico, especialmente aqueles com o grupo de
hidroxilo fendlico, sdo antioxidantes bem conhecidos e, supostamente, proporcionam varios

beneficios para a saude devido as suas fortes propriedades de eliminacdo de radicais livres. Os
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derivados de &cido cindmico, isolados a partir de material vegetal e sintetizados, tém sido
descritos como possuindo propriedades antibacterianas, antivirais e antiflngicas
(SOVA, 2012). O éacido caféico, derivado do &cido cinamico, apresenta atividades citotdxica,
antioxidante, anti-inflamatdria e antitumoral, enquanto o &cido ferulico possui atividades
antioxidante e antibacteriana (DE et al., 2011; JIANG et al., 2005; BORGES et al., 2013; DE
PAIVA etal., 2013).

2.2.6 Flavonoides

Os flavonodides compreendem um grupo de compostos fendlicos amplamente
distribuidos nas frutas e nos vegetais tais como flavonois, flavonas, flavanonas, catequinas,
antocianinas, isoflavonas e chalconas (TAIZ; ZEIGER, 2004).

Segundo Mahmound et al. (2001), as folhas da azeitona preta sdo ricas em
flavondides. Esses compostos polifendlicos sdo biossintetizados a partir da via dos
fenilpropandides e do acetato, precursores de varios grupos de substancias como aminoacidos
alifaticos, terpendides e acidos graxos, por exemplo. As antocianinas presentes nos frutos lhes
conferem pigmentacdo, e também estdo envolvidas nas interacdes planta-animal, auxiliando
na atragdo de polinizadores por meio de sinais visuais e olfativos para flores e frutos,
importantes para a dispersao de pélen e semente (SRIVASTANA, 1953).

Os flavonoides participam de importantes funcBes no crescimento, no
desenvolvimento e na defesa dos vegetais contra o ataque de patdgenos (DIXON;
HARRISON, 1990) e estdo presentes na maioria das plantas, sendo concentrados em
sementes, frutos, cascas, raizes, folhas e flores (FELDMANN, 2001).

Vaérios fatores podem interferir na distribuicdo dos flavonoéides na planta, tais como,
a familia do vegetal, a variacdo da espécie, as interacGes ambientais e os diferentes drgdos da
planta. Além das funcbes de protecdo contra variacdes climaticas, tais como incidéncia de
radiacdo-UV, os flavondides também agem contra micro-organismos patogénicos. Dentre as
atividades biologicas, destacam-se a antioxidante, a anti-inflamat6ria, a antitumoral, a
protecdo do sistema cardiovascular e a antimicrobiana. A atividade antimicrobiana dos
flavondides segundo a literatura ainda ndo esta bem clara, contudo uma das hipoteses ressalta
a capacidade dessas substancias em complexar-se com proteinas extracelulares soltveis e
estruturas da parede bacteriana (PANIZZI et al., 2002; SIMOES et al., 2000).
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2.2.7 Cumarinas e quinonas

As cumarinas constituem um grupo de substancias naturais com atividades
biologicas bastante diversificadas. S&o substancias encontradas em diferentes partes das
plantas, sendo comum em diversas familias. A cumarina (1,2-benzopirona) foi a primeira
representante isolada, em 1820, da espécie Coumarona odorata. Esta molécula, por ser a mais
simples, tornou-se o esqueleto basico de todos os outros derivados cumarinicos, conhecido
como cumarina per se (MURRAY, 1978).

As substancias dessa classe séo classificadas quimicamente em cumarinas simples,
furanocumarinas, piranocumarinas, cumarinas com substituintes no anel pirona e cumarinas
miscelaneas. Ha relatos de 32 atividades bioldgicas atribuidas as cumarinas tais como
antibacteriana, antitumoral, antioxidante, anti-HIV, atividade diurética e analgésica
(SOUSA, 2005).

As quinonas sdo compostos organicos considerados produtos da oxidagdo de fenadis,
apresentando dois grupos carbonilicos que formam um sistema conjugado com, pelo menos,
duas ligacGes duplas C-C, com as carbonilas sempre nas posi¢cdes 1,2- ou 1,4-dicetonas
ciclicas, ou seja, orto- ou para-quinona. Ha trés grupos principais de quinonas classificadas
como benzoquinonas, naftoquinonas e antraquinonas. As quinonas apresentam uma
diversidade de atividades bioldgicas, em que as naftoquinonas sdo responsaveis pelas
atividades antibacteriana, antifingica e antitumoral, além de atividade contra Leishmania,
enquanto que algumas benzoquinonas apresentam atividade contra tripanossomatideas
(SIMOES et al., 2000).

2.2.8 Alcaldides

Alcal6ides sdo substancias organicas, ciclicas, nitrogenadas com distribuicdo
limitada nos organismos vivos. Sao classificados de acordo com sua origem biogenética e
possuem amplo espectro de atividades farmacoldgicas como amebicida, anticolinérgica,
antimalarica, antitumoral, estimulante do SNC, diurética, miorrelaxante e antiviral
(SIMOES et al., 2000).

Os alcaldides possuem carater alcalino na sua grande maioria, porém existem
alcaldides acidos, como por exemplo, a colchicina. Certa dificuldade na nomenclatura dessas

substancias é encontrada devido a auséncia de uma separacdo precisa entre alcaloides
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propriamente ditos e aminas complexas de ocorréncia natural (RAO et al., 2011,
SIMOES et al., 2000; TAN et al., 2010).

O isolamento da escopolamina de Datura stramonium L. por Landemburg em 1881 e
da papaverina por G. Merck em 1848 e a sua utilizagdo por suas propriedades
antiespamadicas sdo igualmente exemplos da importéncia desse grupo de substancias. Outros
importantes alcaldides incluem a vincristina e a vimblastina (antineoplésicos), a reserpina
(antidepressivo), a galantamina (tratamento do Mal de Alzheimer) e a quinidina (depressor
cardiaco), embora muitas sejam as pesquisas em andamento para o isolamento de novos
alcaldides com propriedades terapéuticas (RAO et al., 2011; SIMOES et al., 200; TAN et al.,
2010).

2.3 Constituintes quimicos de Syzygium cumini — Azeitona Preta

Centenas de componentes podem estar presentes nos tecidos vegetais da planta
(Figura 6), contudo, quando expressos em peso a grande maioria se apresenta em quantidades
muito pequenas. Dentre 0os componentes mais importantes presentes na azeitona, estdo
incluidos pigmentos antocianicos, vitaminas, minerais e outros componentes resultantes do
metabolismo secundario. A composicdo quimica de diferentes partes da planta como
sementes, cascas, folhas, e frutos em geral é rica em taninos, flavondides, antocianidinas,
iridoides, alcaldides, heterosideos fendlicos simples, glicose, &cido galico, metilgalato,
canferol, miricetina, acido elagico, &cido clorogénico, quercetina, isoquercetina e nilocetina.
As folhas sdo ricas em flavondides, glicosideos, miricetina, quercetina e kaempferol
triterpenoides, esterase, galoil carboxilase e taninos (MAHMOUND et al., 2001;
MIGLIATO et al., 2007). Na casca do caule sdo encontrados &cido betulinico, friedelina,
epifriedelanol, beta-sitosterol, quercetina, kaempferol, miricetina, acido galico, acido elagico,
bergeninas, flavondides, e taninos (MIGLIATO et al.,, 2006; AYYANAR; SUBASH-
BABU, 2012 ). As flores sao ricas em kaempferol, quercetina, miricetina, isoquercetina, acido
oleanolico, acido acetil-oleandlico, eugenol-triterpendide A e eugenol-triterpenoide B.
As raizes sdo ricas em flavonoides, glicosideos e isorhametin (DAMASCENO et al., 2002).
Nos frutos foram encontradas antocianinas, rafinose, glicose, frutose, acido citrico, acido

malico, acido galico, além de vitaminas e sais minerais (TIMBOLA et al., 2002).
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Figura 6. Constituintes fitoquimicos isolados de S. cumini (L.) Skeels. A: Meamsetin-3-
0O-(400-O-Acetyl)-a-L-rhamnopyranoside (1), Miracetina3-O-(400-O-acetyl-200-O-
galloyl)-a-L- rhamnopyranoside (2), myricetin 3-O-(400-O-acetyl)-a-L-
rhamnopyranoside (3), Myricetin 40-methyl ether 3-O-a-L- rhamnopyranoside (4),
Myricetin (5) ; B: Myricetin 3-O-(4"’-acetyl)-a-L- rhamnopyranoside; C: Quercetin; D:
Kaempferol R=H; Myricetin R=OH; E:Oleanolic acid; F = Delphinidin-3-genitiobioside,
R = Gentiobiose , R’ = H Malvidine -3- laminaribioside R=Laminaribioside R
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Alguns desses metabdlitos possuem atividades contra micro-organismos de interesse
clinicos, dentre eles, estdo Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa, responsaveis
por muitos 6bitos no ambiente hospitalar (SA, 2008; ALBERTON et al., 2001).

2.4 Micro-organismos de interesse clinico

As primeiras evidéncias de disseminacdo de doencas em ambientes hospitalares
foram registradas na primeira metade do século XI1X, quando Oliver Holmes verificou que a
febre puerperal passou de condicao rara, assumindo um carater epidémico. A partir de uma
analise de registros estatisticos, Holmes sugeriu que a doenca poderia ser transmitida pelas
maos e aventais sujos dos médicos ao atenderem as parturientes (FERNANDES et al., 2000).

Na segunda metade do século XIX, surgiram normas de esterilizacdo e higienizacdo
dos hospitais, marcando o inicio do controle das infecgGes hospitalares (LERNER,;
LERNER, 2002). No inicio do século XX, a teoria de que essas infeccdes eram causadas por
micro-organismos ja era amplamente aceita e a identificacdo de agentes antimicrobianos de
possivel uso terapéutico, como a penicilina por Alexander Fleming, veio seguida de grande
euforia. Porém, pouco mais de um ano ap6s a comercializagdo de penicilina, foi isolada em
um hospital uma cepa de Staphylococcus resistente a esse antibidtico. Desde entdo, o niUmero
de pesquisas sobre infeccdes hospitalares teve uma rapida ascensdo. Staphylococcus aureus e
a Pseudomonas aeruginosa sdo 0s agentes patogénicos frequentemente citados como
responsaveis pelas IRAS - InfeccGes Relacionadas a Assisténcia a Saude (LOWY, 2003).

2.4.1 Staphylococcus aureus

Staphylococcus sdo cocos Gram e catalase-positivos, com aproximadamente 0,5 a
1,5 um de diametro, imdveis, ndo esporulados e geralmente ndo encapsulados. Essa bactéria
pode apresentar-se em diversas formas, que vao desde isolados, aos pares, em cadeias curtas,
ou agrupados irregularmente (com aspecto semelhante a um cacho de uvas), devido a sua
divisdo celular, que ocorre em trés planos perpendiculares (CASSETTARI et al., 2005;
KONEMAN et al., 2012).

O (género Staphylococcus pertence a familia Micrococcaecae, juntamente aos
géneros Planococcus,  Micrococcus e Stomatococcus. O género Staphylococcus possuli

37 espécies, sendo que 17 delas podem ser isoladas de amostras bioldgicas humanas.



42

Geralmente, esse género faz parte da microbiota da pele humana normal e de outros sitios
anatdmicos. A espécie de maior interesse médico, principalmente em ambiente nosocomial, é
S. aureus, que esta frequentemente relacionada com diversas infecces em seres humanos
(CASSETTARI et al., 2005; KONEMAN et al., 2012).

O Staphylococcus aureus € uma bactéria esférica, do grupo dos cocos Gram-
positivos, frequentemente encontrada na pele e nas fossas nasais de pessoas saudaveis.
Entretanto, pode provocar doencas, que vao desde uma simples infeccdo (espinhas, furdnculos
e celulites) até infeccdes graves (pneumonia, meningite, endocardite, sindrome do choque
toxico, septicemia e outras) (SANTOS et al., 2007).

As cepas de S. aureus crescem em meios comuns, caldo ou Agar simples, pH = 7, a
temperatura 6tima de 37 °C. As coldnias formadas em placa, ap6s 18-24 horas de incubacéo,
apresentam-se arredondadas, lisas e brilhantes (Figura 7). A coloracdo dessas colbnias varia
desde o acinzentado até o amarelo-ouro, em que a pigmentacdo aumenta com o tempo de
incubacdo prolongado, ndo chegando a ser formada nos casos de crescimento em condicdes
anaerdbicas, ou na cultura em caldo (SANTOS et al., 2007). Em placas de Agar sangue, um
halo de hemolise pode se desenvolver em torno das colénias formadas (CASSETTARI et al.,
2005; TRABULSI et al., 2005, KONEMAN et al., 2012). Outro meio importante para a
identificacdo do S. aureus € o Agar manitol-sal, seletivo para essa espécie, uma vez que 0
S. aureus consegue fermentar o manitol, produzindo acido latico. Essa espécie se desenvolve
também na presenca de 7,5% de NaCl, que estimula a produgdo de coagulase, enzima
caracteristica da espécie (KONEMAN et al., 2012).

Figura 7. Staphylococcus aureus. Coloragéo de Gram (a). Colonias em Agar Manitol (b).
Colbnias em Agar Sangue.

Fonte: A autora

A distribuicdo de S. aureus é muito ampla, visto que essa bactéria é significativamente

capaz de resistir a dessecacdo e ao frio, podendo permanecer viavel por longos periodos em
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particulas de poeira. Esse micro-organismo pode ser encontrado no ambiente de circulagéo do
ser humano, sendo o préprio homem seu principal reservatério, além de estar presente em
diversas partes do corpo, como fossas nasais, garganta, intestinos e pele
(BANNERMAN, 2003). E um dos mais comuns envolvidos nas IRAS, podendo apresentar
elevados indices de morbidade e mortalidade em hospitais (ROCHA et al., 2010).

2.4.1.1 Fontes de infeccdo

A colonizacdo nasal pelo S. aureus assume um papel importante na clinica médica,
uma vez que, com as narinas colonizadas, o individuo contamina as proprias maos e passa a
ser veiculo de transferéncia da bactéria no mecanismo de infeccdes por contato. De acordo
com alguns estudos, o carreamento nasal também contribui para a transmissao da bactéria por
disseminacdo aérea (CARVALHO et al., 2005; CAVALCANTI et al., 2005).

Em hospitais, principalmente em bercérios e unidades de terapia intensiva (UTIs), é
rotina o isolamento de pacientes colonizados. S. aureus também traz riscos para pacientes
que fazem dialise, queimados, diabéticos e HIV positivos, visto que pode causar diversos
processos infecciosos, que variam desde infecgdes cutaneas cronicas (relativamente benignas)
até infeccdes sistémicas (potencialmente fatais). As infeccdes cutaneas incluem foliculite
simples e impetigo, assim como furinculos e carbunculos, que afetam o tecido subcutaneo e
produzem efeitos sistémicos, como febre (CAVALCANTI et al., 2005).

S. aureus é frequentemente isolado de feridas cirdrgicas infectadas, que podem
representar focos para desenvolvimento de infeccdes sistémicas. A broncopneumonia
estafilocdcica é observada usualmente em idosos e estd associada & pneumonia viral como
fator predisponente. A pneumonia nosocomial produzida por S. aureus ocorre em casos de
doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC), intubacdo e aspiracdo. As doencas malignas
subjacentes sdo reconhecidas como fatores de risco para o desenvolvimento de uma
bacteriemia (BANNERMAN, 2003; CARVALHO et al., 2005).

A Dbacteriemia pode causar infeccbes em sitios anatdmicos distantes, como
endocardites, osteomielites, pioartrites e formacdo de abscessos metastaticos, em particular
em pele, tecidos subcutaneos, pulmdes, figado, rins e cérebro. O S. aureus é a segunda maior
causa de meningites associadas a derivagOes ventriculo peritoneais (aliviar a pressao do
cérebro por acimulo de liquido LCR), sendo um dos muitos agentes responsaveis por
peritonite em pacientes submetidos a dialise peritoneal continua (CARVALHO et al., 2005;
CAVALCANTI et al., 2005).
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2.4.1.2 Viruléncia e Mecanismos de Patogenicidade

As doengas provocadas pelo S. aureus podem ser decorrentes da invasdo direta dos
tecidos, de bacteremia primaria ou, exclusivamente, das toxinas que oS micro-organismos
produzem (ANDRIOLO, 2005). A eficiéncia da disseminacdo de S. aureus se deve, em parte,
a grande versatilidade dessa bactéria. A capacidade de se adaptar rapidamente a diferentes
ambientes muitas vezes hostis devido ao pH, umidade, pressdo osmotica ou deficiéncia de
nutrientes possibilita ndo s6 a colonizacdo do homem como do ambiente ao seu redor, criando
reservatorios de células aptas a colonizar outros individuos (GORDON et al., 2008).

Classicamente, a andlise do mecanismo de invasdo de S. aureus revela que, no
primeiro momento, essa bactéria adere a pele ou a mucosa para em seguida, romper as
barreiras do epitélio, comprometendo estruturas de ligacBes intercelulares, como
desmossomos e jungOes de aderéncia. Apos a invasdo do epitélio, S. aureus utiliza diversas
estratégias para permitir a sua sobrevivéncia e proliferacdo no organismo hospedeiro. Essas
estratégias estdo relacionadas com a opsonizacdo do complemento, a neutralizacdo da
fagocitose e a inibi¢do das respostas imunes humoral e celular (IWATSUKI et al., 2006).

Esses fatores de viruléncia podem ser classificados, basicamente, nas trés seguintes
categorias: a) fatores relacionados com a aderéncia as células do hospedeiro ou a matriz
extracelular, como a producdo de moléculas de fibrinogénio, fibronectina, colageno ou da
enzima coagulase; b) fatores relacionados com a evasdo da defesa do hospedeiro, como
diversas enterotoxinas estafilocdcicas (SEs A-E, G-J, K, L, M, O e P), a toxina da sindrome
do choque toxico (TSCT), a proteina A, lipases e polissacarideos capsulares; e c) fatores
relacionados com a invasdo na célula do hospedeiro e a penetracdo nos tecidos ou adesao de
superficies de cateteres e préteses, os quais incluem as proteinas (toxinas) o, B, 8, y € 6 —
hemolisinas. S. aureus contém ainda, na estrutura de sua parede celular, polissacarideos e
proteinas antigénicas, bem como outras moléculas importantes, as quais podem induzir uma
resposta imunologica no hospedeiro. Entre essas outras moléculas podemos citar o acido
tecdico, o glicanopeptidio e a proteina A, além da presenca de capsula e de adesinas
(OLIVEIRA et al., 2001).

A capacidade de colonizacdo e a patogenicidade do S. aureus sdo, portanto, uma
consequéncia de seus fatores de viruléncia, os quais tém papel relevante na adesdo celular, na
captacdo de nutrientes e na sua evasdo da resposta imunoldgica do hospedeiro
(SANTOS et al., 2007).
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O alto potencial infeccioso do S. aureus ndo esta restrito apenas a sua facilidade de
multiplicacdo e disseminacdo nos tecidos, mas também a producdo de moléculas com grande
poder patogénico, que incluem enzimas e toxinas. As betalactamases, coagulases,
hialuronidases e catalases sdo algumas das enzimas produzidas para esse fim. Além dessas
enzimas, S. aureus também produz DNAses, lipases, proteases e esterases. Entre as toxinas
produzidas por esse patdégeno destacam-se as seguintes: alfa, beta e gama toxinas, a
leucocidina, a esfoliatina, a toxina do choque toxico e as enterotoxinas
(BRAUNWALD et al., 2013).

2.4.1.3 Resisténcia a Antimicrobianos

Os mecanismos de aquisicdo de resisténcia podem ser classificados em dois grupos
principais: mutagdo em um gene no cromossomo bacteriano ou aquisi¢do de um gene de
resisténcia de outro micro-organismo, pela transducdo, transformagdo ou conjugacéo
(ITO etal., 2003). Essas modificagdes no genoma dos micro-organismos normalmente estao
relacionadas a:

e Mudanca na enzima ou estrutura-alvo;

e Mudanga na via metabdlica alvo;

e Bombas de efluxo,

e Inativacdo do antibidtico por (a) degradacdo do antibidtico ou (b) inibicdo

competitiva.

Para Staphylococcus aureus, 0s mecanismos de resisténcia aos medicamentos mais

comuns estdo apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3. Mecanismos de resisténcia a algumas classes de antibidticos utilizados

por S. aureus.

Classe do Exemplo de Gene de Resisténcia Mecanismos
Antibidtico Droga
Penicilina blaz Degradacdo da droga
B —lactamicos Ampicilina Alteracdo no alvo
Oxacilina mecA diminuindo afinidade
) i . vanA Alteracdo no alvo da droga
Glicopeptideos Vancomicina ) L -
Desconhecido Inibicdo competitiva
Ciprofloxacina 3
) ) parC Alteragdo no alvo
Quinolonas Levofloxacina o o
gyrA ou gyrB diminuindo afinidade

Trovafloxacina
Aac(6’)-Ietaph(‘2)
Aminoglicosideos Gentamicina Ant(4’)-la Degradacédo da droga
Aph(3)-1lla

Fonte: Modificado de Lowy (2003)

2.4.1.4 Staphylococcus aureus Oxacilina (Meticilina) Resistente

A implantacdo da antibioticoterapia no inicio da década de 1930, com o emprego da
sulfanilamida (descoberta por Gerard Domagk, em 1932), aparentemente ditava o fim das
doencas infecciosas. Contudo, ao se analisar a evolucdo da resisténcia de S. aureus, foi
observado que, ja no final daquela década, surgiam as primeiras cepas resistentes aquele
quimioterapico. Com a entrada da penicilina em uso clinico, S. aureus passou a desenvolver
resisténcia a esse betalactamico pela producdo da betalactamase (penicilinase), capaz de
hidrolisar o anel betalactamico da penicilina, tornando-a inativa. Em 1944, apenas 5% dos
S. aureus eram resistentes a penicilina, enquanto que, em 1959, essa resisténcia ja alcancava a
taxa de 80%, sendo estendida tanto & amoxicilina como a ampicilina (SANTOS et al., 2007).

A meticilina, introduzida em 1961, foi a primeira penicilina semissintética resistente
a penicilinase. A sua introdugdo foi rapidamente seguida por relatos de cepas resistentes a
meticilina/oxacilina (MRSA/ ORSA), o que caracterizou resisténcia a todos os antibidticos 3-
lactdmicos. A propagagdo de clones resistentes a meticilina/oxacilina € reminiscente do
surgimento de resisténcia a penicilina na década de 1940. Detectada pela primeira vez em

hospitais na década de 1960, a resisténcia a meticilina/oxacilina é cada vez mais reconhecida
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pela comunidade cientifica. Enquanto muitas destas infeccGes ocorreram em pacientes com
alguma experiéncia hospitalar antecedente, ja existem casos de individuos sem exposi¢do
prévia hospitalar. O gene mecA (responsavel pela resisténcia a meticilina/oxacilina) é parte de
um elemento genético movel encontrada em todas as cepas de MRSA/ORSA (LOWY, 2003).

A resisténcia a meticilina/oxacilina (representantes das penicilinas B-lactamases
estaveis) requer a presenca do gene mecA localizado cromossomicamente. O mecA ¢é
responsavel pela sintese da proteina de ligacdo a penicilina 2a (PBP2a, também chamado
PBP2"), uma proteina de 78-kDa (LIM; STRYNADKA, 2002). Staphylococcus aureus possuli
cinco PBPs, que catalisam a etapa terminal da sintese da parede bacteriana e se localizam na
membrana celular da bactéria. As PBP 1, 2 e 3 sdo essenciais e tém alta afinidade (sitios-alvo)
com os antibioticos B-lactdmicos, unindo-se a esses por ligacdes covalentes. A resisténcia a
meticilina em estafilococos é devida a producdo dessa PBP adicional, anébmala, a PBP 2a
(SOUZA et al., 2005).

A sua atividade é semelhante a da serina protease, a partir do qual essas enzimas
parecem ter evoluido. A PBP2a substituida para as outras PBPs e, pela sua baixa afinidade
para todos os antibidticos B-lactimicos, permite que os estafilococos sobrevivam a exposicdo
a altas concentracOes destes agentes. Assim, a resisténcia a meticilina confere resisténcia a
todos os agentes B-lactamicos, incluindo cefalosporinas (LIM; STRYNADKA, 2002).

A expressdo fenotipica da resisténcia a meticilina é varidvel e cada cepa de MRSA
tem um perfil caracteristico de células bacterianas que crescem em concentracdes especificas
de meticilina. A expressdo da resisténcia em algumas cepas de MRSA ¢é regulada por
homdlogos dos genes reguladores para blaZ. Estes genes denominados mecl e mecR1
regulam a resposta mecA aos antibidticos B-lactdmicos de uma forma semelhante a da
regulacao da blaZ pelo genes blaR1 blal apds exposicao a penicilina, sendo as sequéncias de
DNA ligadas pelos genes repressores para alcancar a inibicdo da ativacdo do gene idénticas
(ROSATO et al., 2003).
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2.4.2 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa € uma bacilo Gram-negativo, ndo fermentador, aerdbio,
oxidase positiva, capaz de produzir pigmentos verdes e azuis (piocianina, pioverdina e
fluoresceina) como mostrado na Figura 8 e cresce em solos, pantanos e habitat marinhos
costeiros, bem como sobre os tecidos animais e vegetais. Faz biofilmes em superficies
molhadas, tais como aquelas de pedras e solo. E capaz de persistir por longos periodos em
ambientes adversos e de desenvolver resisténcia a agentes antimicrobianos
(STOVER et al., 2000).

Figura 8. Pseudomonas aeruginosa. a) Coloracdo de GRAM. b) Crescimento em Agar
Brain Heart Infusion (BHI). c) Produc&o de piocianina/pioverdina em
Agar Mueller Hinton

a) b)

Fonte: A Autora

O surgimento de P. aeruginosa como um importante patégeno humano oportunista
durante o século passado pode ser uma consequéncia de sua resisténcia aos antibioticos e
desinfetantes que eliminam outras bactérias ambientais (COSTERTON et al., 1999).
P. aeruginosa é uma fonte significativa de bacteriemia em vitimas de queimaduras, em
infeccOes do trato urindrio em pacientes cateterizados e em quadros de pneumonia hospitalar
em pacientes com respiradores. Também € a causa predominante de morbidez e mortalidade
em pacientes com fibrose cistica, cujos epitélios anormais das vias aéreas permitem a
colonizagdo em longo prazo dos pulmdes. Estas infeccGes sdo impossiveis de eliminar, em
parte devido a resisténcia natural da bactéria aos antibiéticos, e em Ultima analise, podem
levar a insuficiéncia pulmonar e morte (PICOLI, 2008).

P. aeruginosa secreta varios fatores de viruléncia, incluindo toxinas, lipases e

proteases. Quatro vias de secrecao de proteinas foram descritos por bactérias Gram-negativas,
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e trés destes eram evidentes em P. aeruginosa (KONEMAN et al, 2012;
TRABULSI et al., 2005).

2.4.3.1 Mecanismos de resisténcia

Pseudomonas aeruginosa pode causar infec¢cbes nosocomiais graves, com elevada
letalidade, o que a classifica como uma das principais bactérias causadoras de IRAS,
perdendo apenas para Staphylococcus aureus e Staphylococcus coagulase negativa. Relatos
de reducgéo da susceptibilidade da P. aeruginosa aos antimicrobianos vém sendo publicados,
sendo destacada a diminuicdo de sensibilidade aos antibiéticos de maior espectro de acéo
como os carbapenémicos e as cefalosporinas anti-Pseudomonas (KIFFER et al., 2005;
MCGOWAN, 2006; LANDMAN et al., 2007; KONEMAN et al., 2012).

Diversos mecanismos de resisténcia tém sido identificados como a hiper-expresséo
de bombas de efluxo, a perda ou expressao reduzida de proteinas de membrana externa e a
producdo das enzimas beta-lactamases e metallo-beta-lactamases. Geralmente, a resisténcia se
manifesta em pacientes com maior tempo de internacdo e uso prévio de antimicrobianos
(LI et al., 2000; LIVERMORE, 2002).

Na tentativa de buscar novos agentes antimicrobianos, 0s vegetais sdo uma
incomensuravel fonte de prospeccdo. Ainda, pode-se estudar a utilizacdo das radiagdes
ionizantes para potencializar a acdo antimicrobiana dos varios componentes quimicos

presentes nas plantas, tais como fenais, taninos, flavonoides, dentre outros.

2.5 Irradiacdo e sua aplicacdo em materiais de origem vegetal

A radiacdo ionizante é capaz de interagir com a constituicdo basica da matéria,
transferindo assim, energia que pode alterar o estado fisico de um atomo e com isso causar
perda de elétrons, transformando-os em particulas eletricamente carregadas. Como exemplo,
tem a radiagdo gama, que tem alto poder de penetracdo e baixo poder de ionizacdo (OKUNO;
YOSHIMURA, 2010). Os mecanismos de acdo da radiacdo podem ser classificados em
direto, quando a radiagdo interage diretamente com as moléculas importantes como as de
DNA, podendo causar desde mutagdo genética até morte celular; e indireto, quando a radiacdo

quebra a molécula da agua, formando assim radicais livres que podem atacar outras moléculas
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importantes. Esse mecanismo € importante, uma vez que nosso corpo é composto por mais de
70% de 4gua (OKUNO, 2013).

2.5.1 Esterilizacéo

Por ser um dos mecanismos de controle microbiano, a radiacdo tem sido utilizada
como agente fisico para aumentar o tempo de vida de prateleira tanto de produtos de origem
vegetal quanto animal. A aplicacio dessa tecnologia demandou a realizagéo de estudos nessas
matrizes, principalmente para verificar os possiveis efeitos da irradiagdo e atender as
exigéncias da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA (SMITH; PILLAI 2004).

Em 1981, a preservacdo de alimentos pelo tratamento com a irradiacdo gama foi
aprovada pelo Comité Misto da Organizacdo das Nacgdes Unidas para a Alimentacdo e
Agricultura (FAO/WHO) e pela Agéncia Internacional de Energia Atdmica (IAEA). No
Brasil esta em vigor a Resolu¢do RDC N° 21, de 26 de janeiro de 2001, da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria do Ministério da Salde, em que qualquer alimento pode ser tratado
por irradiagdo gama desde que ndo comprometa suas qualidades funcionais e sensoriais
(ANVISA, 2001).

Em 2004, a ANVISA por meio da Resolu¢cdo RDC N° 48, de 16 de marco de 2004,
dispbs sobre o registro de medicamentos fitoterapicos no Brasil, estabelecendo que as
industrias que comercializam esses produtos devem informar a parte da planta utilizada, os
testes de pureza e integridade, analise qualitativa e quantitativa dos principios ativos e/ou
marcadores e a descricdo detalhada de todas as metodologias utilizadas no controle de
qualidade. E exigido, assim, da empresa o Certificado de Boas Praticas de Fabricacdo e
Controle (BPFC), emitido pela ANVISA (ANVISA, 2004). Além disso, a possivel presenca
de bactérias patogénicas e fungos toxigénicos produtores de micotoxinas, dentre eles, espécies
dos géneros Aspergillus e Penicillium, em produtos naturais tem despertado o interesse dos
6rgdos de sadde em relacdo a seguranca alimentar (ABOU-ARAB et al., 1999; ARAUJO;
OHARA, 2000; ROCHA et al., 2004; BUGNO et al., 2005).

Considerando que a contaminacdo de produtos de origem vegetal torna-os
inadequados para aplicacdo em industrias de alimentos e farmacéuticas, o uso da radiagédo
pode ser eficaz na eliminacdo desses micro-organismos, garantindo, assim, a qualidade das
plantas medicinais (SATOMI et al., 2005). A irradiagdo, por ser um processo fisico, pode ser
ideal e emergir como uma técnica importante para melhorar a qualidade nutricional ou

farmacéutica de materiais vegetais (BHAT et al., 2007).
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2.5.2 Efeitos sobre as propriedades de extratos vegetais

Tratamentos com radiacdo gama tém sido realizados para aumentar ou diminuir o
teor de compostos fendlicos totais de plantas, que é dependente da dose administrada e da
matéria-prima utilizada. Um estudo para verificar a influéncia das dosagens de radiacéo de 1;
2; 4 e 6 kGy em rizoma de 16tus (Nelumbo nucifera) verificou que os tratamentos utilizados
aumentaram a producao de fendis totais (KHATTAK ET AL., 2009). Breitfellner et al. (2002)
realizando um estudo para avaliar o conteudo de flavonodides em morangos, verificaram que
até a dose de 6 kGy ndo houve alteracdo no teor de quercetina, porém os teores de catequina e
kaempferol diminuiram.

Tem sido demonstrado que a exposicdo a determinadas doses de radiacdo nao
promove alteracbes na quimica e nos constituintes nutricionais das plantas medicinais
(ARTHUR et al., 1989; DANTAS, 1998; MACHI, 1998; KOSEKI et al., 2002;. MECHI et
al., 2005; SATOMI et al, 2005). No entanto, estudos utilizando niveis crescentes de radiacdo
gama em extratos vegetais revelaram algumas alteracdes fisico-quimicas nos metabolitos
secundarios de algumas espécies, principalmente de espécies que apresentam flavondides,
fendis totais e taninos. Os niveis foram aumentados sem uma relacdo dependente da dose (1 a
10 kGy) (MOUSSAID et al., 2000; MECHI et al., 2005; MIRANDA et al., 2006; BHAT et
al., 2007; STAJNER et al., 2007), ou houve o decréscimo do contetido dos taninos em doses
de 05 a 10 kGy (VILLAVICENCIO et al, 2000;, BRIGIDE; CANNIATTI-
BRAZACA, 2006; TOLEDO et al., 2007).

Aouidi et al., (2011) avaliaram a influéncia da radiagdo em doses de até 25 kGy em
folhas secas de azeitona e verificaram que a capacidade antioxidante bem como o teor dos
compostos fendlicos totais e flavonodides ndo foram alteradas. Alguns desses metabolitos
estudados possuem atividade antimicrobiana como os flavonoéides e os fendis.

Estudo conduzido por Lee et al. (2006) indicou ndo haver efeito significativo sobre a
capacidade antioxidante quando se utilizou doses de até 20 kGy em cha e nos extratos de
folhas do ché& verde. Koseki et al. (2002), analisando doses de radiagdo de até 30 kGy em trés
ervas: manjericdo (Ocimum basilicum L.), alecrim (Rosmarinus officinalis L.) e alcachofra
(Cynara scolymus L.), mostraram que ndo houve aumento significativo nos niveis de R-
caroteno e taninos. Entretanto, os fendlicos totais diminuiram no alecrim desidratado

(Rosmarinus officinalis L.).
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O efeito da irradiagdo (2,5; 4,0; 5,5 e 7,0 kGy) sobre as propriedades quimicas em
conteidos volateis de linhaga foi investigado por Yalcin et al. (2011). Diminuigdes
consistentes foram observadas em ambos os contetdos de proteina e 6leo das amostras de
linhaca irradiadas com o aumento das doses de irradiacdo. O teor de cinzas das amostras
irradiadas de linhaga aumentou significativamente (P <0,05) com o aumento das doses de
irradiacdo, exceto com a dose de 5,5 kGy. A irradiagdo causou diminui¢des no teor de &cido
palmitico, estearico, estireno e p-xileno, enquanto que o teor de 1-hexanol s6 diminuiu com a
dose de 7 kGy. Benzaldeido, p-cimeno, e nonanol ndo foram determinados em doses acima de
4,0 kGy (YALCIN et al., 2011).

Mexis et al. (2009) estudaram os efeitos da radiagdo gama sobre as propriedades
fisico-quimicas e sensoriais de castanha de caju até a dose de 7 kGy e obtiveram resultados
como o aumento dose-dependente de acido estedrico e de compostos volateis, tais como
aldeidos, cetonas e Alcoois, indicando uma oxidacdo lipidica reforcada. Também foi
observada a diminuicdo dose dependente de &cido oleico, além de aumento de cinco vezes de
peroxido e de duas vezes o teor hexanal. Doses proximas de 3 kGy conservaram as
caracteristicas organolépticas do material.

Novos ensaios para modificar as atividades bioldgicas dos alimentos por irradiacéo
gama mostraram vantagem no aumento do teor de compostos fendlicos totais, melhorando a
cor e a atividade antioxidante de varios sucos (NAJAFABADI et al., 2017). Desse modo,
podem ocorrer alteragdes na citotoxicidade, nas propriedades antioxidantes e na avaliacdo

guantitativa da atividade antimicrobiana do extrato de Syzygium cumini apds irradiacdo gama.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Selec¢éo das amostras

O material vegetal, raiz e caule de Syzygium cumini (L.) Skeels, foi coletado no
periodo de marco de 2013 a abril de 2015 no campus da Universidade Federal de
Pernambuco, com exsicata depositada no Herbario da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (PEUFR) sob 0 numero 52527.

3.2 Obtencao dos extratos

A secagem do material foi feita em estufa FANEM (Modelo 002 CB) a 50 °C por
sete dias ou até completa perda da umidade (avaliada por pesagens sucessivas). Em seguida,
as partes caule e raiz foram manualmente dilaceradas para uma melhor extracdo dos
compostos (DUARTE et al., 2004). A 400 g das amostras, foram acrescentados 1.200 mL de
etanol p.a., pH = 7 em trés subsequentes momentos até o volume final de 3.600 mL e o
conjunto (planta-solvente) foi levado para mesa agitadora por 2 horas em cada adicdo de
solvente para otimizar a retirada dos principios ativos, gerando o extrato etandélico, que foi
evaporado sob pressdo em rotaevaporador FISATOM modelo 558 até a completa secura.
Depois deste procedimento, os extratos passaram pelo processo de particdo com o solvente
acetato de etila e, assim, gerou o extrato de acetato de etila de raiz e caule que, em seguida,
foram evaporados sob pressdo em rotaevaporador FISATOM modelo 558, sendo obtido o
extrato bruto de acetato de etila (Figura 9).

Figura 9. Representacao esquematica de preparacado dos extratos etanolicos

Adicéo de 1200 mL de

400 g de amostra solvente por 3 vezes
sucessivamente

n n Agitacdo por2h a
cada adicdo do
solvente {

Maceracao

N

Obtencéo do extrato B
etandlico Rotaevaporacéo

Fonte: A Autora.



54

Na Figura 10 pode ser obsevado o fluxograma para a obtengdo dos extratos de
acetato de etila de raiz e caule (CERQUEIRA et al., 2012, modificado), em que a 10 g do
extrato etandlico foi adicionado 1 L de acetato de etila, seguido pela maceracdo e

rotaevaporacao.

Figura 10. Fluxograma de amostragem para a obtencéo dos extratos de acetato de etila

10 g do extrato etandlico
+

1 L de acetato de etila

(1:10)
Particdo
Maceracéo
por 5 minutos
Extrato )
etandlico Rotaevaporagédo

Extratos de acetato de etila

Fonte: A Autora.

Apos a obtencdo dos extratos de acetato de etila de raiz e caule, foram realizados os
ensaios apresentados na Figura 11 para a realizacdo da pesquisa cientifica envolvendo a
influéncia da radiacdo gama sobre as propriedades dos extratos estudados.



Figura 11. Representacdo esquematica dos ensaios
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3.3 Irradiacéo dos extratos

Os extratos de caule e raiz de acetato de etila foram irradiados com as doses de 0 (ndo
irradiado), 6, 8 e 10 kGy no irradiador com uma fonte de Co® (Gammacell modelo 220
Excel-MDS Nordion), pertencente ao Departamento de Energia Nuclear da UFPE (Figura 12)
com taxa de dose de 2,934 kGy/h, do dia 22/07/ 2015. As doses escolhidas foram baseadas
nos resultados de Santos et al., (2010) e Soliddnio et al., (2015). O material ndo irradiado foi

usado como controle dos experimentos.

Figura 12. Foto do irradiador com fonte de cobalto-60 (Gammacell 220 Excel — MDS
Nordion). (1) local onde séo colocadas as amostras; (2) painel de controle; (3) local da
fonte de Cobalto-60.

N (

Fonte: A Autora

3.4 Citotoxicidade: Atividade hemolitica e anti-hemolitica

Para a realizacdo da atividade hemolitica e anti-hemolitica, foi realizada a coleta de

sangue tipo O, de voluntério saudavel, ndo fumante, por pungdo venosa depois de um termo
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de consentimento assinado (Apéndice), de acordo com aprovacdo do Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal de Pernambuco (CAAE 55704016.6.0000.5200).

3.4.1 Atividade hemolitica

A atividade hemolitica foi realizada seguindo a metodologia de Oliveira et al. (2012),
em que o sangue (5-10 mL) foi obtido por puncdo venosa de paciente saudavel, utilizando
como anticoagulante o citrato de sodio. Eritrécitos humanos foram imediatamente isolados
por centrifugacdo a 1500 rotagdes por minuto durante 10 minutos. Apos a remocgao do plasma,
os eritrocitos foram lavados trés vezes com solucdo tampdo fosfato-salina (PBS; pH 7,4) e,
posteriormente, uma suspensdo de eritrocitos a 1% foi preparada com a mesma solucao
tampdo. Uma aliquota de 1,1 mL de suspensdo de eritrocitos foi misturada a 0,4 mL do
extrato que foi dissolvido em metanol em varias concentracdes (1mg-125 pg/mL) conforme
mostra a Figura 13.

Figura 13. Representacdo esquematica do ensaio de atividade hemolitica

1mg de extrato 500 pg de extrato 250 pg de extrato 125 g de extrato +

+suspenséo de  +suspenséo de  +suspenséo de suspens&o de
eritrocitos eritrocitos eritrocitos entrocﬂos
| |
| —
& '\J/ \/ 60 min. de
incubacéao

—)

Centrifugacéao
das células

Controle Controle

Sobrenadante lido na absorbéncia de positivo Triton X negativo DMSO

540 nm

Fonte: A autora.
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O controle negativo e controle positivo receberam 0,4 mL de DMSO (Absorbancia:
0,047) e de Triton X-100 (Absorbancia: 1,151), respectivamente. Ap6s 60 minutos de
incubacdo a temperatura ambiente, as células foram centrifugadas e o sobrenadante foi usado
para medir a absorbancia da hemoglobina liberada a 540 nm. O valor médio foi calculado a
partir dos ensaios em triplicata. A atividade hemolitica foi expressa em relagdo a acdo do
Triton X-100 e calculada pela Equagéo 1:

A, —A, )x100 1
Atividade (%) = (4: — 4) (1)
[ﬂc - Ab]
em que,
A_ = aabsorbancia do controle (branco, sem extrato)
A, = aabsorbancia na presenca de extrato
A, = aabsorbéncia da solucdo de Triton X-100

3.4.2 Atividade Anti-Hemolitica ou Fragilidade osmética eritrocitaria

A atividade anti-hemolitica foi avaliada seguindo o método de Yang et al., (2005) de
acordo com a Figura 14. Amostras de sangue (5 mL) foram obtidas a partir de um voluntario
saudavel. A centrifugacdo do sangue ocorreu a 1500 rotacfes por minuto durante 3 minutos.
Eritrocitos humanos a partir de sangue citratado foram imediatamente isolados por
centrifugacdo a 1500 rotagfes por minuto durante 10 minutos. O sedimento do sangue foi
lavado trés vezes em solucdo salina tampdo de fosfato estéril (pH 7,2). O pellet foi
ressuspenso em solucdo salina a 0,5%. Aliquota de 0,5 mL do extrato dissolvido em diversas
concentragdes (1000 pg -125 pg/mL em solucdo salina) foram adicionados em 0,5 mL de
suspensdo de celulas. Apos a incubacgéo da mistura a 37 °C durante 30 minutos, a solucao foi
centrifugada a 1500 rotagGes por minuto durante 10 minutos. A atividade anti-hemolitica foi
avaliada por meio da medicdo da absorbancia no comprimento de onda correspondente a
540 nm. Para o controle positivo e negativo, agua destilada e soro fisiologico foram
utilizados, respectivamente. A percentagem de hemdlise foi comparada com a absorbancia do

controle positivo, isto €, 0,615.
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Figura 14. Esquema representativo da atividade anti- hemolitica

> Sangue O de voluntario saudavel, sol. de fosfato estéril, pH: 7,2

1mg de extrato 500 ug de extrato 250 pg de extrato 125 ug de extrato +
+suspenséao de  + suspenséo de + suspenséao de suspensao de
eritrocitos eritrocitos eritrécitos eritrocitos

% l l 1 l 37 °C, 30 min.
’-2{ : de incubacéo

\n ) \ 1'
b’/ / \‘u"}

—

Centrifugacéo
das celulas Controle Controle
Sobrenadante lido na absorbancia de positivo agua negativo soro
540 nm destilada fisiolégico

Fonte: A Autora.

3.5 Andlises quimicas: metabdlitos secundarios, compostos fendlicos,

flavonodides, taninos e atividade antioxidante

Nesta sec¢do, foram realizadas diversas analises quimicas para a avaliacdo qualitativa
dos metabolitos secundarios, com a quantificacdo de compostos fendlicos, flavondides,
taninos e atividade antioxidante dos extratos de caule e raiz irradiados nas doses O; 6; 8 e
10 kGy.

3.5.1 Ensaio Fitoquimico

Extratos controle e irradiados foram analisados por Cromatografia de Camada
Delgada - CCD, técnica analitica bastante utilizada para a identificagdo de compostos
encontrados em materiais vegetais. CCD é um método rapido, eficiente e largamente
empregado em controle de qualidade de plantas medicinais, tanto em matéria-prima vegetal
quanto em fitoterapicos derivados. Além disso, emprega pouco solventes, resultando em
volume reduzido de residuos gerados (JULIAO et al., 2003). Para esta técnica, sdo utilizadas

pequenas quantidades de amostra (microgramas a miligramas), em que as manchas formadas
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podem ser reveladas por luz UV, vapores de iodo, solucbes de cloreto férrico, tiocianoferrato

de potéssio, fluorescéncias e radiacdo ionizante, por exemplo. Os materiais adsorventes mais

utilizados s&o silica, alumina, celulose, poliamida e terra diatomacea (COLLINS et al., 2006).

Foram realizados ensaios fitoquimicos em CCD em silica para a avaliacdo qualitativa

dos metabolitos secundarios encontrados em extratos de raiz e caule de S. cumini. Com a

intensidade da cor das bandas, foi determinado se a presenca do metabdlito era fraca (+),

média (++), forte (+++) ou ausente (-). Os reagentes, padrdes e reveladores utilizados estdo

resumidos na Tabela 4.

Tabela 4. Padrdes, sistema de eluicéo e reveladores para a prospeccao fitoquimica de

Syzygium cumini

Classe de metabdlitos

- Padrdes Sistema de elui¢ado Revelador Referéncias
secundarios
Flavonoides, derivados ~ Quercetina, rutina ACcOEt-HCOOH- Wagner e Bladt (1996)
cinamicos e e 4cido AcOH-H,0 NEU Brasseur e Angenot
fenilpropanoglicosideos clorogénico (100:11:11:27 viv) (1986)
. . . Tolueno:AcOEt Lieberman &
Triterpenos e esteroides B-sitosterol Harborne (1998)
(90:10 v/v) Burchard
) ) Tolueno:AcOEt Anisaldeido
Mono e sesquiterpenos Timol . Harborne (1998)
(97:3 viv) sulfurico
_ _ Cumarina e CHCl3-MeOH (98:2
Cumarinas e Quinonas KOH Wagner e Bladt (1996)
lapachol VIV)
AcOEt-HCOOH-
Alcaloides Pilocarpina AcOH-H,0 Dragendorff Wagner e Bladt (1996)
(100:11:11:27 viv)
Proantocianidinas AcOEt-HCOOH-
condensadas e Catequina AcOH-H,0 Vanilina cloridrica Roberts et al. (1957)

leucoantocianidinas

(100:11:11:27 viv)

Fonte: A Autora.

3.5.1.1 Flavondides, derivados cinamicos e fenilpropanoglicosideos

Para a identificacdo do flavondides, derivados cinamicos e fenilpropanoglicosideos,

foram colocados em cromatoplacas (MERCK®) 10 pl dos extratos de acetato de etila e a fase

movel acetato de etila: &cido férmico: &cido acético: agua (100:11:11:27 v/v) e depois

revelado com o reagente de NEU (difenilaminatetraborato/polietilenoglicol). A presenca de
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flavondides, derivados cindmicos e fenilpropanoglicosideos foi observada em camara UV no
comprimento de onda de 365 nm quanto a formacdo de bandas de fluorescéncia alaranjadas
(as vezes avermelhadas), amareladas ou esverdeadas (WAGNER; BLADT, 1996;
BRASSEUR; ANGENOT, 1986).

3.5.1.2 Triterpenos e esteroides

A identificacdo de triterpenos e esteroides foi realizada a partir da transferéncia de
10 ul dos extratos de acetato de etila e a fase movel de tolueno: acetato de etila (90:10 v/v)
para cromatoplacas (MERCK® F 250) com consequente revelacdo a partir do revelador de
Lieberman- Burchard. A presenca de triterpenos e esterdides foi observada em camara UV no
comprimento de onda de 365 nm. A formacao de bandas de fluorescéncia variando de rosea a
avermelhada foi indicativa da presenca de triterpenos e esterdides nos extratos
(HARBORNE, 1998).

3.5.1.3 Mono e sesquiterpenos

Para a identificacdo de mono e sesquiterpenos, o extrato foi aplicado em
cromatoplacas (MERCK® F 250) com aliquotas de 10 pl dos extratos de acetato de etila
usando a fase mdvel de tolueno: acetato de etila (97:3 v/v) e depois reveladas com o
anisaldeido sulfarico. A presenca de mono e sesquiterpenos foi observada em camara UV no
comprimento de onda de 365 nm. A formagéo de bandas de fluorescéncia azuis escuras foi 0

critério utilizado para a confirmacédo da presenca destes compostos (HARBORNE, 1998).

3.5.1.4 Cumarinas e quinonas

A identificacdo de cumarinas e quinonas foi possivel a partir da aplicacdo de 10 pl
do extrato acetato de etila na cromatoplaca usando a fase maével de cloroférmio: metanol
(98:2 viv) (MERCK® F 250). A revelagdo ocorreu com o hidroxido de potassio em camara
UV no comprimento de onda de 365 nm. A formacgdo de bandas de fluorescéncia azuis foi

considerada como indicativa da presenca de cumarinas (WAGNER; BLADT, 1996).
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3.5.1.5 Alcaldides

Para a identificacdo de alcalbides, foram colocados em cromatoplacas (MERCK®
F 250) 10 pl dos extratos de acetato de etila com a fase movel de acetato de etila: &cido
férmico:acido acético:agua (100:11:11:27 v/v) e depois reveladas com o reagente de
Dragendorff. A presenca de alcaldides foi observada em camara UV no comprimento de onda
de 365 nm. A formacdo de bandas de fluorescéncia alaranjadas intensas foram indicativas
desses compostos (WAGNER; BLADT, 1996).

3.5.1.6 Proantocianidinas condensadas e leucoantocianidinas

Para a identificacdo de proantocianidinas condensadas e leucoantocianidinas, 10 pL
dos extratos de acetato de etila com a fase movel de acetato de etila:icido formico:acido
acetico:agua (100:11:11:27 v/v) foram colocados em cromatoplacas (MERCK® F 250) e
depois reveladas com vanilina cloridrica. A presenca de proantocianidinas condensadas e
leucoantocianidinas foi observada em camara UV no comprimento de onda de 365 nm. A
formagdo de bandas de fluorescéncia vermelhas foram indicativas da presenca dos
metabolitos pesquisados (ROBERTS et al., 1957).

3.5.2 Teor de compostos fendlicos

A medicdo do teor de compostos fenolicos foi realizada de acordo com o
metodologia utilizada por McDonald et al. (2001) (Figura 15). O procedimento realizado em
triplicata, consistiu em adicionar 1 mL do reagente de Folin-Ciocalteau (1:10) a 200 uL da
amostra (extrato+solvente). Em seguida, o conjunto (amostra+reagente) permaneceu em
temperatura ambiente por trés minutos e depois foram adicionados 800 puL de Na,CO3 7,5% a
cada tubo contendo a mistura. Apés duas horas de incubacdo em temperatura ambiente e
abrigados da luz, os tubos seguiram para leitura de absorbancia em Espectrofotémetro
Biochrom (Libra S22) no comprimento de onda de 735 nm. O acido gélico foi utilizado para a
obtencdo da curva analitica. Branco analitico consistiu apenas do solvente utilizado para diluir
as amostras. Como o &cido galico foi utilizado como padréo, o teor de compostos fendlicos
foi expresso em miligramas equivalentes de &cido galico por grama de cada fracdo, isto &,
Equivalente de Acido Galico (mg EAG)/g de peso seco de extrato de planta. A relacio entre a

absorbancia e o teor de compostos fendlicos é expressa pela Equagéo 2.



mg EAG g~' = 0,012x + 0,032

x = Absorbancia no comprimento de onda de 735 nm
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Figura 15. Esquema para a quantificacdo dos compostos fenolicos totais

1 mL do reagente
1mg de extrato + Folin + 200uL da

1mL de metanol

X @ 0

- N
1

—

e

Extrato

amostra

800 pL de Na,COs a

|

Armazenamento por 2 h a
temperatura ambiente,
auséncia de luz

!

7,5%

Andlise em espectrofotdmetro
a735nm

Fonte: A Autora.

3.5.3 Quantificacdo de flavonoides

O contetdo de flavondides foi medido pelo método colorimétrico de cloreto de

aluminio por meio da metodologia proposta por Woisky e Salatino (1998) (Figura 16). Ao

volume de 500 pL dos extratos foram adicionados 500 pL da solucdo de cloreto de aluminio
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(AICI3) a 2% preparada em meio contendo metanol. Ap6s 30 minutos de incubagdo a
temperatura ambiente e protegida da luz, a absorbancia foi medida em espectrofotémetro
BioTek pQuant a 420 nm. O conteddo de flavonoides foi estimado, utilizando uma curva
padrédo de quercetina (5-35 mg/mL), em que os resultados foram expressos em miligrama de
quercetina equivalentes (mg EQ)/g de peso seco de extrato de planta. As quantificagcdes foram
realizadas em triplicata. A Equacdo 3 mostra a relagdo linear entre a absorbancia de cada

amostra e a quantidade de flavonoides.

mg EQ g~ = 0,004x + 0,121 (3)

x = Absorbancia no comprimento de onda de 420 nm

Figura 16. Esquema representativo da quantificacdo de flavondides

30 minutos de 500 pL de extratos
incubag&o na +500 pL de
temperatura solugéo de AICI;

ambiente protegido 2%
da luz

Leitura em 420 nm

Fonte: A Autora.
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3.5.4 Determinacéo dos taninos condensados

O teor de taninos condensados (TC) no extrato foi determinado por meio do método
proposto por Swain e Hillis (1959) (Figura 17). A 1 mL dos extratos, foi adicionado 2 mL do
reagente de vanilina (1 g de vanilina dissolvido em &cido sulfarico a 70%). Logo apdés, a
mistura foi incubada a temperatura de 50 °C por 20 minutos. A absorbancia foi medida em
espectrofotbmetro Biochrom Libra S22 no comprimento de onda de 500 nm apds o
arrefecimento da solucdo. Os resultados foram expressos em miligrama de catequina
equivalentes (mg CE) por grama de peso seco de extrato de planta. As determinagdes foram

realizadas em triplicata. A curva analitica é expressa pela Equacéo 4:

mg CE g~ =0,0218x + 0,004 (4)

x = Absorbancia no comprimento de onda de 500 nm

Figura 17. Esquema representativo da dosagem de taninos

1 mL dos extratos + 2 mL do
reagente vanilina

50 °C , 20 minutos,
leitura feita em 500 nm

Fonte: A Autora.
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3.5.5 Atividade antioxidante

Foram utilizadas as metodologias descritas abaixo para determinar a atividade
antioxidante dos extratos de raiz e caule controle (ndo irradiados) e irradiados. A atividade

antioxidante total foi avaliada pelo método do Fosfomolibdénio.

3.5.5.1 DPPH (Radical 2,2-difenil 1- picrilhidrazil)

Neste ensaio, a atividade de radical livre do extrato foi medida em termos de
hidrogénio doado usando o DPPH radical estavel 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo produzido pela
Sigma-Aldrich (BLOIS, 1958). Uma aliquota de 250 pL de solucdo de DPPH (1 mM) foi
adicionada em 40 pL de concentracbes variaveis dos extratos (31,25 a 1000 pg/mL). Tal
procedimento foi necessario para avaliar as diferentes concentracfes dos extratos irradiados.
Apo6s 30 minutos, a absorbancia foi medida a 517 nm no leitor de Elisa BioTek pQuant
(Figura 18). Trolox (&cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico, Sigma -Aldrich,
St. Louis, MO, EUA) foi utilizado como substancia-padrdo para o ensaio de DPPH. A

atividade sequestradora de radicais livres foi calculada por meio da seguinte Equacéo:

(4, — A_)x100 (5)
A

c

DPPH(%) =

em que,
A, = aabsorbancia do controle (branco, sem extrato)
A. = aabsorbancia na presenca de extrato
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Figura 18. Esquema representativo do método do DPPH (Sequestro de radicais livres)

DPPH
(Radical 2_2-difenil 1- picrlhidrazil)

250 pL de sol.
DPPH + 40 pL de
extrato nas
concentacdes de
1mg-31,25 pg

30 minutos de incubacdo

!

Leituraem 517 ym

Fonte: A Autora.

3.5.5.2 ABTS (2,2 -azino-bis (3-etilbenzotiazolin) 6-acido sulfénico)

Para o ensaio ABTS (Figura 19), foi realizada uma reacdo de oxidacdo preparada
com solucdo-padrdao de ABTS 7 mM da Sigma-Aldrich com o persulfato de potassio 140 mM
(concentracdo final) (REetal., 1999). A mistura permaneceu no escuro a temperatura
ambiente (23 °C - 25 °C) durante 12-16 h para a formacdo de radicais. A solugdo ABTS
contendo os radicais livres foi diluida em etanol a absorbancia de 0,700 (+ 0,02) no
comprimento de onda de 734 nm. O efeito da atividade antioxidante ABTS dos extratos foi
estimado a partir da adicdo de aliquotas de 30 pL dos extratos irradiados com 3 mL da
solucdo de ABTS preparada. As absorbancias foram medidas a 734 nm em espectrofotémetro
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Biochrom (Libra S 22) durante um intervalo de tempo de 6 minutos. Trolox foi empregado
como padréo de referéncia. A curva analitica gerou a seguinte Equacéo:

TEAC = —0,003x + 0,663 (5)

x = Absorbancia das amostras

Figura 19. Esquema representativo do Ensaio do ABTS

ABTS

2 2'-azino-bis (3-slilbenzotiazaling G-dcido sulfénico

£\

J0ulL do extrato
+

2mlL dasolucdo do ABTS
Leitura em 734 nm

Trolox- controle positivo
Fonte: A Autora.

Os valores de percentagem de inibicdo da oxidacdo foram calculados e representados
graficamente em funcdo da concentragcdo do antioxidante padrdo (Trolox) e expresso como
capacidade antioxidante equivalente ao trolox, ou seja, TEAC em pumol (RE et al., 1999). Para

a porcentagem de inibicdo do radical ABTS, foi empregada a seguinte Equacéo:

A —A
£ 2 x100 (7)

% Inibicio =

c

A, a absorbancia do controle (branco, sem extrato)

A, a absorbancia na presenca de extrato
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3.5.5.3 Ensaio de Fosfomolibdénio

Para a avaliacdo da atividade antioxidante total (AAT%), foi empregado o méetodo do
complexo fosfomolibdénio (Figura 20) (PRIETO et al.,1999). As aliquotas de 0,1 mL de
solucdo dos extratos irradiados e ndo irradiados, foi adicionado 1 mL de solugdo de reagente
(&cido sulfurico 600 mM, fosfato de sddio 28 mM e molibdato de aménio a 4 mM). Os tubos
foram lacrados e levados a banho-maria a 90 °C durante 90 minutos. Apos arrefecimento da
solucéo, a absorbancia foi medida no comprimento de onda de 695 nm em espectrofotémetro
BioTek pQuant . Para o branco analitico, foi utilizado 1 mL de reagente e 0,1 mL de solvente
utilizado para diluir o extrato. A atividade antioxidante total foi expressa com relagdo ao acido
ascorbico (200 pg/mL) e calculada pela Equacéo 7.

A.—A (7
AA (% )= ————=x100
)= d =0
A, = aabsorbancia na presenca de extrato
A_. = aabsorbancia do controle (branco, sem extrato)
A,, = aabsorbancia do acido ascorbico

Figura 20. Esquema representativo do Ensaio do Fosfomolibdénio

0.1 mL dos extratos +
1 mL da solucdo
reagente

Banho- marna por 90 °C por 90 min.

Leituraem 695 nm

Fonte: A Autora.
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3.6 Determinacdo da CMIl e CMB

A determinacdo da Concentragdo Minima Inibitéria - CMI foi avaliada segundo os
critérios adotados pela CLSI (2013). Foi utilizada uma placa multipo¢os (96 pogos),
enumerados de 1 a 12 na horizontal e de A a H na vertical (Figura 21). Uma solugédo-mae do
composto a ser testado a 20.000 pg/mL foi preparada e uma suspensdo padronizada de acordo
com o tubo 0,5 da escala de McFarland do micro-organismo teste. Com excecdo da terceira
coluna, foram transferidos 100 pL do meio caldo Mdueller Hinton (MH), sendo a primeira
coluna o controle negativo, ou seja, s6 contendo os 100 pL do meio MH, e na segunda coluna
foi adicionado 10 pL da suspensdo microbiana padronizada aos 100 pL do meio MH
(controle positivo). Na terceira coluna, foram transferidos 180 pL do meio MH e depois
adicionado 20 pL da solugdo-mée. A partir dessa coluna foram realizadas dilui¢Bes seriadas
na proporcdo 1:2, até a décima segunda coluna. Aos pogos contendo as dilui¢des, foram
colocados 10 pL da suspensdo do micro-organismo teste. A placa foi incubada durante 18
horas e apds o periodo de incubacdo foi aplicado o corante revelador (resazurina), capaz de
exibir de forma mais precisa se houve ou ndo turbidez no poco. O valor de CMI foi
determinado na concentracdo do ultimo po¢o em que ndo foi detectada turbidez visivel. A
partir deste poco, foram feitos semeios por esgotamento em placas com meio agar Mueller
Hinton para estabelecer a Concentracdo Minima Bactericida - CMB, considerada a
concentracdo em que nao houve crescimento de colbnias. Toda a analise foi realizada em
triplicata conforme a metodologia proposta por Clinical and Laboratory Standards
Institute (2013).
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Figura 21. Determinacéo da concentracdo minima inibitoria

180 pL de caldo MH + 20 pL da

solucdo mée (20000 pg/mL) +

100 pL de caldo MH + 10 pL da suspensdo dos micro-

10 pL suspensdes dos organismos
micro-organismos

Diluices seriadas 100 pL de caldo MH +10 pL da
100 pL de caldo de 100 pL suspenséo dos micro-organismos

Mieller Hinton — R
e A A A A A A aY e
i1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

AOOOOOOOOOOOO
@@ OOOOOOOOOO
CQO@OOOOOOOOOOO
PO OOOOOOOCOOO
EQ@QOOOOOOOOOOO
FO@OOOOOOOOOO
QO OOOOOOOLOOO
HO@ @ OOOOOOOOOO
O Negativo @ rositivo () Ext+MH+m.0

Revelador: Resazurina sddica 20 pL

Fonte: A Autora.

3.6.1 Micro-organismos testes

Para os testes foram utilizados isolados de Staphylococcus aureus e Pseudomonas
aeruginosa pertencentes a Colecdo do Departamento de Antibioticos da Universidade Federal

de Pernambuco conforme a Tabela 5.
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Tabela 5. Isolados clinicos de Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeuruginosa com o
respectivo numero de registro na Colegdo de Culturas do Departamento de Antibi6ticos
e sitio de infecgéo.

Numero Micro-organismos Sitio de Isolamento
UFPEDA 670 Staphylococcus aureus Urina
UFPEDA 671 Staphylococcus aureus Urina
UFPEDA 672 Staphylococcus aureus Sangue
UFPEDA 679 Staphylococcus aureus Secrecdo de Ferida Operatoria
UFPEDA 691 Staphylococcus aureus Ponta de Cateter
UFPEDA 700 Staphylococcus aureus Secrecdo de Ulcera
UFPEDA 707 Staphylococcus aureus Secregdo Traqueal
UFPEDA 711 Staphylococcus aureus Secregéo de Ferida Operatoria
UFPEDA 718 Staphylococcus aureus Secregdo Traqueal
UFPEDA 719 Staphylococcus aureus Secregdo de Ferida Operatoria
UFPEDA 725 Staphylococcus aureus Ponta de Cateter
UFPEDA 728 Staphylococcus aureus Orofaringe
UFPEDA 729 Staphylococcus aureus Secrecdo Nasal
UFPEDA 730 Staphylococcus aureus Escarro
UFPEDA 731 Staphylococcus aureus Secre¢do de Ferida Operatoria
UFPEDA 732 Staphylococcus aureus Fragmento Osseo
UFPEDA 64  Pseudomonas aeruginosa Secregdo Peniana
UFPEDA 261  Pseudomonas aeruginosa Secrecdo de Ferida Operatoria
UFPEDA 262  Pseudomonas aeruginosa Secrecdo de Ulcera
PSEUDO 1* Pseudomonas aeruginosa Secrecdo de ferida operatoria
PSEUDO 2* Pseudomonas aeruginosa Secrecgdo de ferida operatoria
PSEUDO 3* Pseudomonas aeruginosa Sangue

*Micro-organismos em fase inicial de registro

Fonte: A Autora.
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3.7 Analise estatistica

Analise descritiva (média e desvio padrdo) foi usada para a discussao dos resultados,
assumindo a distribuicdo normal das varidveis estudadas. Para o ensaio de atividade anti-
hemolitica, foi utilizada anélise de varidncia, apos a confirmagdo dos requisitos quanto a
distribuicdo normal dos residuos do modelo e a homocedasticidade de varidncias. Para a
comparacdo entre médias, foram estimados os intervalos de confianca em nivel de 95% de
confianca para as médias dos tratamentos, seguidas pela comparacao grafica dos resultados.
Para o ensaio de sequestro de radicais livres, foi utilizado método de estimagdo néo linear
apos 1.000 iteragbes (meétodo dos quadrados minimos) para 0s parametros da equacao pré-
selecionada a partir do conjunto de dados. Todas as andlises foram realizadas no programa de
computador STATISTICA (STATSOFT, 2004).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Atividade hemolitica

A atividade hemolitica dos extratos de raiz e caule reflete a habilidade dos extratos em
realizar a hemolise das células sanguineas. Na Tabela 6, os valores encontrados estdo
expressos em porcentagem de hemolise. Os resultados, na sua maioria, ficaram muito
préximos a zero, o que indicou baixa taxa de hemolise, resultando em uma baixa toxicidade.
Os extratos irradiados ndo aumentaram significativamente a taxa de hemolise, em quase todas
as doses utilizadas e concentracdes as porcentagens diminuiram, sendo aproximado a zero. E
notada também que a porcentagem de hemolise esta diretamente ligada a concentracdo dos
extratos, a medida que a concentracdo do extrato diminui, a hemdlise se aproxima a zero.
Mesmo assim, 0s extratos ndo possuiram atividade hemolitica para células humanas, pois
segundo Silva (2012b), uma taxa de hemolise menor que 20% ¢é indicativa de que ndo ha
danos a membrana celular dos eritrécitos humanos, ou seja, uma baixa toxicidade para células

eucarioticas.

Tabela 6. Atividade hemolitica em porcentagem para as concentracdes de 1000, 500, 250
e 125 pg dos extratos de raiz e caules ndo irradiados e irradiados

Atividade hemolitica (%)

Extrato Doses
1000 pg* 500 pg* 250 pg* 125 pg*
Controle 0,60 +0,5 0,30+0,05 0,18+0,09 0,12+0,05
6 kGy 0,12+0,05 0,12+0,37 0,03+0,29 0
Raiz
8 kGy 0,21+0,05 0 0 0
10 kGy 0,48+0,26 0,24+0,14 0,21+0,28 0
Controle 0,45+0,16 0,09+0,16 0 0
6 kGy 0,24+0,05 0 0 0
Caule
8 kGy 0,27+0,18 0 0 0
10 kGy 1,42+0,05 0,24+0,05 0 0

* Média e desvio padrdo (n = 3)
Fonte: A autora.
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A confirmacdo da atividade citotoxica de um fitoterdpico constitui uma medida
prioritaria, uma vez que varios compostos quimicos podem ser capazes de causar efeitos
toxicos. Os eritrocitos sdo células muito utilizadas para estudos de citotoxicidade in vitro,
devido, principalmente, ao facil acesso e a grande disponibilidade, permitindo a investigacdo
do efeito toxico ou protetor de principios ativos sobre a membrana celular. Apds este ensaio, a
baixa ocorréncia de hemdlise pode ser diretamente relacionada com a baixa citotoxicidade dos
extratos, contudo é evidente a necessidade de ensaios mais especificos de citotoxicidade
(BATISTA et al., 2007; FIRMINO, 2007; SCHIAR et al., 2007; COSTA, 2015).

Na literatura, os relatos sobre atividade hemolitica de extratos irradiados de plantas
do género Syzygium sdo escassos. Em uma pesquisa para avaliar a atividade hemolitica in
vitro da fracdo hexano dos caules de Mollinedia clavigera Tul. conhecida como pimenteira,
capixim-pimenteira ou capixim, para a concentragao de 100 pg/mL foi encontrada uma
porcentagem de hemdlise de 77,02% em comparagdo ao controle positivo (hemolise 100%),
seguida da concentragao de 250 pug/mL com 75,06% da mesma fracdo (HOMEM, 2015),
resultados bem acima dos encontrados no presente trabalho, quando comparados com 0s
extratos controle e os irradiados. Em pesquisa com extratos de caule de Calotropis procera
(Ait.) Ait.f. conhecida popularmente como bombardeira ou algodoeiro de seda, Costa (2015)
constatou que o extrato bruto etandlico, bem como a fragcdo cloroférmica do caule de
C. procera, ndo induziu hemolise quando avaliado na concentracdo de 10 pg/mL. Porém, nas
demais concentracdes foi verificada atividade hemolitica frente aos eritrocitos dos tipos
sanguineos ABO com valores que variaram de 39,75% a 97,4%. Esses valores foram muito

superiores aos encontrados no presente estudo (menor que 1,4%).

4.1.1 Atividade Anti-Hemolitica ou Fragilidade Osmotica Eritrocitaria

A avaliacdo da atividade anti-hemolitica consistiu em verificar se o extrato de raiz e
caule tem efeito citoprotetor frente as hemacias, evitando, assim, sua hemdlise. Na Tabela 7
estdo listados os valores referentes a hemdlise em comparacdo ao controle positivo, que
causou 100% de rompimento dos eritrocitos. Para facilitar o entendimento, a Tabela 8 mostra

a porcentagem do efeito citoprotetor dos extratos frente os eritrocitos.
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Tabela 7. Percentagem de hemdlise dos extratos de raiz e caule irradiados

Hemodlise* (%)

Amostras Doses Quantidade do extrato
1000 pg 500 g 250 ug 125 ug
Controle 10,40 % 8,29 % 8,29 % 7,31 %
: 6 kGy 13,65 % 9,91 % 9,43 % 8,45 %
Raiz 8 kGy 8,45 % 8,13 % 7,15 % 7,15 %
10 kGy 8,78 % 731 % 7,15 % 6,99 %
Controle 8,61 % 7,15 % 8,94 % 6,82 %
6 kGy 26,66 % 9,43 % 8,94 % 7,80 %
Caule 8 kGy 2026% 1512 % 813%  7.47%
10 kGy 37,72 % 10,40 % 8,13 % 7,47 %

*valor referente a média de trés repeti¢bes (absorbancia)
Fonte: A Autora.

Tabela 8. Percentual do efeito citoprotetor (atividade anti-hemolitica) dos extratos
irradiados e controle de raiz e caule de Syzygium cumini (L.) Skeels

Efeito citoprotetor (%0)

Amostras Doses Quantidade do extrato
1000 pg 500 pg 250 ug 125 ug
Controle 89,6 % 91,71 % 91,71 % 92,69 %
. 6kGy 86,35 % 90,09 % 90,57 % 91,55 %
Raiz 8kGy 91,55 % 91,87 % 92,85 % 92,85 %
10 kGy 91,22 % 92,69 % 92,85 % 93,01 %
Controle 91,39 % 92,85% 91,06 % 93,18 %
6kGy 73,34 % 90,57% 91,06 % 92,20 %
Caule 8kGy 70,74 % 84,88 % 91,87 % 92,53 %
10 kGy 62,28 % 89,6 % 91,87 % 92,53 %

Fonte: A Autora.
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A Vvisualizacdo desses resultados pode ser encontrada na Figura 22, em que €
mostrada a placa multipogos com os extratos nas quatro concentragdes utilizadas. A coloracéo

transparente indicou a auséncia de hemolise.

Figura 22. Microplaca com o ensaio de atividade anti-hemolitica de extratos de raiz e
caule de S. cumini (L.) Skeels. Tons avermelhados indicam hemolise dos eritrocitos.

Legenda: RO: raiz controle; R6: extrato de raiz irradiado com 6 kGy; R8: raiz 8 kGy; R10:
raiz 10 kGy; CO: caule controle; C6: caule 6 kGy; C8: caule 8 kGy; C10: caule 10 kGy.

Fonte: A Autora.

Portanto, a maioria dos extratos de caule e raiz apresentou prote¢do as hemacias para
que nao ocorresse a hemolise, principalmente nas menores concentragdes, em que a
porcentagem de hemdlise ndo passou de 8,45% (Tabela 8). De acordo com os resultados da
andlise estatistica, foi possivel verificar que os extratos controle e irradiados de raiz nas
concentrages de 1 mg e 125 pg tiveram diferencas significativas em nivel de 95% de
confianca (Figuras 23 e 24). Por outro lado, ndo houve indicios estatisticos em nivel de 95%
de confianca de que as médias para as dosagens de 250 e 500 ug sejam diferentes entre si.

Na aliquota de 1 mg, os extratos de raiz controle e irradiado com 6 kGy tiveram
diferengas estatisticas em nivel de 5% de significancia, enquanto que as médias dos extratos
irradiados com 8 e 10 kGy néo foram diferentes entre si (95% de confianca) conforme mostra

a Figura 23.
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Figura 23. Teste de comparacao entre médias do extrato de raiz controle (RC) e
irradiados nas doses 6 (R6), 8 (R8) e 10 (R10) kGy na aliquota de 1 mg.
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Fonte: A autora.

O mesmo comportamento aconteceu para a aliquota de 125 pg, em que houve
diferenca significativa em nivel de 95% de confianga entre o extrato de raiz irradiado com
6 kGy e aqueles irradiados com 8 e 10 kGy. Diferentemente da dose de 1 mg, ndo houve

diferencas entre os extratos controle e os irradiados com dose de 8 e 10 kGy (Figura 24).
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Figura 24. Teste de comparacdo entre médias do extrato de raiz controle (RC) e
irradiados nas doses 6 (R6), 8 (R8) e 10 (R10) kGy na aliquota de 125 ug.
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Fonte: A autora.

Para os extratos de caule, houve diferencas significativas em nivel de 95% de
confianca entre as médias de atividade anti-hemolitica para todas as concentracGes conforme
mostram as Figuras 25, 26, 27 e 28. Para a dosagem de 1 mg, houve diferenca entre o extrato
de caule controle e aqueles irradiados, contudo foi possivel afirmar que os extratos irradiados
com 6 e 8 kGy ndo diferiram entre si (Figura 25).

De acordo com os resultados da analise estatistica, para a aliquota de 500 pg dos
extratos de caule, houve diferenca entre o extrato controle e aquele irradiado com 8 kGy. Néo
houve indicios estatisticos de diferenca entre o extrato controle e os irradiados com 6 e
10 kGy (Figura 26). Na verdade, os resultados apresentados se mostraram bastante variaveis
para os extratos de caule, em que, para a dosagem de 250 pg, a analise mostrou diferenca
entre o controle e 6 kGy, mas ndo houve diferengas entre os irradiados (6, 8 e 10 kGy) e nem
entre o controle e aqueles irradiados com 8 e 10 kGy (Figura 27). Para a dosagem de 125 g,
houve diferenca significativa em nivel de 95% de confianca entre o extrato controle e 0s
irradiados com 8 e 10 kGy (Figura 28).



Figura 25. Teste de comparacdo entre médias do extrato de caule controle (CC) e
irradiados nas doses 6 (C6), 8 (C8) e 10 (C10) kGy na aliquota de 1 mg.
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Figura 26. Teste de comparacao entre médias do extrato de caule controle (CC) e
irradiados nas doses 6 (C6), 8 (C8) e 10 (C10) kGy na aliquota de 500 pug.
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Figura 27.Teste de comparacao entre médias do extrato de caule controle (CC) e
irradiados nas doses 6 (C6), 8 (C8) e 10 (C10) kGy na aliquota de 250 pug.
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Figura 28.Teste de comparacao entre médias do extrato de caule controle (CC) e
irradiados nas doses 6 (C6), 8 (C8) e 10 (C10) kGy na aliquota de 125 ug.

Dosagem de 125 ug
10.5

10.0 |

95+

9.0

85|

80 r

75+t

Atividade anti-hemolitica (%)
]
1
]
1

70 +

6.5

6.0

cC Cé6 Cc8 C10
Dose

Fonte: A autora.
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Em seu estudo de atividade anti-hemolitica, Costa (2015) constatou que nenhum
extrato de caule de Calotropis procera (Ait.) Ait.F. foi capaz de proteger o eritrocito, pois
tanto o extrato etandlico bruto quanto a fragdo cloroformica na concentragdo de 10 ug/mL
permitiram a ocorréncia de hemdlise. A porcentagem média de hemdlise obtida foi cerca de
90% (COSTA, 2015). Por outro lado, os extratos metandlicos de sementes e da polpa do fruto
de S. cumini nas concentracdes variando entre 0 e 1,5 mg/mL apresentaram as respectivas
faixas de atividade anti-hemolitica induzida por 4gua oxigenada (H20,) de 50-64% e 62%-
95% (SAHA et al., 2013). Além de inovadores por tratar-se de extratos de caule e de raiz, 0s
resultados confirmaram os efeitos da radiacdo gama sobre a atividade anti-hemolitica por
meio do aumento do efeito citoprotetor como ocorreu para 0s extratos de raiz irradiados com
8 e 10 kGy na concentracdo de 1 mg e para os extratos de caule irradiados com 8 kGy na
aliquota de 500 pg. Por outro lado, a irradiacdo ndo afetou negativamente essa propriedade
com relacédo aos extratos nédo irradiados para as concentracfes de 125 pg de extrato de raiz e
para as de 250 pg de extrato de caule. Vale ressaltar que a irradiacdo gama prejudicou o efeito

citoprotetor do extrato de caule na dosagem de 1 mg.
4.2 Ensaio fitoquimico

Na prospeccdo fitoquimica, foi realizada analise qualitativa dos extratos controle e
irradiado no qual foram encontrados flavonoides, derivados cinamicos, triterpenos, esterdides,
mono e sesquiterpenos, cumarinas, proantocianidinas condensadas e leucoantocianidinas

como mostra a Tabela 9.
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Tabela 9. Prospeccéo fitoquimica de extratos controle e irradiados de acetato de etila
das raizes e caule de Syzygium cumini

Classe de metabdlitos secundarios Raiz Caule
Controle/lrradiados Controle/lrradiados

Flavondides + +)
Derivados cinamicos + +
Saponinas - -
Alcaloides - -
Triterpenos e Esteroides +++ +++
Monoterpenos e Sesquiterpenos +++ +++
Cumarinas + ++
Quinonas - -
Proantocianidinas condensadas e leucoantocianidinas +++@ +++0)
(taninos)

(+++) forte; (++) médio; (+) fraco; (-) ausente
@ 4°-OH flavonéides
@ proantocianidinas oligoméricas e poliméricas

Fonte: A autora.

Flavonoides, derivados cindmicos, triterpenos, esterdides, mono e sesquiterpenos,
cumarinas e proantocianidinas condensadas e leucoantocianidinas (taninos) foram os
metabolitos encontrados neste trabalho sobre S. cumini. Saha et al. (2013) avaliaram a
presenca de metabolitos secundarios em extratos de sementes e de polpas de fruto de S.
cumini, assim como o suco dos frutos, encontrando grande quantidade de polifendis e
flavondides. Ainda, identificou a presenca de cafeina (alcaloide) na ordem de 8 a 24 mg/g nos
extratos de sementes e de polpas de frutos e suco de frutos.

Bustamante et al. (2005), ao avaliar extratos da casca do caule de Pterodon
emarginatus Vog. (Fabaceae), popularmente conhecida como sucupira branca,detectaram a
presenca de flavondides, heterosideos saponinicos, resinas, tracos de esterdides e
triterpendides na avaliacdo farmacogndstica. Iha et al. (2008) em seu estudo fitoquimico com
goiaba, encontraram flavonoides no extrato etandlico, enquanto que, na fragdo de acetato de

etila, encontraram taninos. Nesse caso a fracdo mais rica em flavonoides foi a mais polar, ou
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seja, a butanolica. Neste estudo, taninos também foram encontrados na fracdo acetato de etila
nos extratos controle e irradiados.

Um estudo com Sapium glandulosum (L.) Morong (Familia Euphorbiaceae),
realizado por Ocampos et al. (2013), encontraram flavondides e taninos hidrolisaveis e
condensados no extrato de acetato de etila de caule.

A cana-do-brejo Costus spicatus (Jacq.) Sw (Costaceae) apresentou no extrato aquoso
de caule, taninos e saponinas, na raiz, somente foi encontrado saponina. No extrato
hidroalcodlico, o caule apresentou fenois, leucoantocianidinas, flavonas, saponinas e
alcaloides, enquanto que no extrato de raiz foram encontrados fendis, leucoantocianidinas,
flavonas, saponinas (PAES et al., 2013).

Nos extratos etanolicos de caule e raiz de Mimosa caesalpiniifolia Benth.
(Mimosaceae), foram encontrados flavonoides, triterpenos, acido galico e catequinas
(SILVA et al., 2012). Os trabalhos mostram que o acetato de etila € um solvente eficaz para a
extracdo de metabdlitos secundarios de plantas que possuem atividade antimicrobiana, dentre

outras.

4.3 Compostos fendlicos

Compostos fendlicos nos extratos de acetato de etila de raiz foram quantificados na
ordem de 189 (+ 2) mg EAG/g de amostra para o extrato controle e 213 (+ 2) mg EAG/g de
amostra para o extrato irradiado com 10 kGy. Para o extrato de caule, os valores encontrados
foram 205 (£ 4) e 174,2 (= 1,7) mg EAG/g de amostra para o extrato controle e aquele
irradiado com 10 kGy, respectivamente. Comparando com os resultados encontrados na
literatura, o maior valor identificado foi 21.000 mg/g de compostos fendlicos totais
equivalente de 4cido tanico encontrado em sementes secas moidas de S.cumini
(SAHA et al., 2013).

A radiacdo aumentou a concentra¢do de compostos fendlicos em todas as doses dos
extratos de raiz analisados, ndo acontecendo o mesmo com 0s extratos do caule, sendo o
maior valor encontrado na dose de 10 kGy para o extrato de raiz (Tabela 10). A Figura 29
ilustra melhor os resultados, facilitando a comparacdo entre os resultados obtidos para

compostos fenolicos.
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Tabela 10. Compostos fenolicos em extratos irradiados de raiz e caule de
Syzygium cumini (L.) Skeels

Extratos de raiz Extrato de caule
Fenol (mg EAG/g
Dose Fenol (mg EAG/g amostra)
extrato)

0 kGy 189 +2 205+4

6 kGy 2065+ 1,4 197 +8

8 kGy 204 +1,6 194+ 2

10 kGy 2134+ 2 1742 +17

Fonte: A autora.

Estudos realizados por Santos (2008) com cajueiro (Anacardium occidentale Linn.)
evidenciaram um aumento na concentragdo de compostos fendlicos e taninos em folhas e
cascas de caule, apresentando comportamento dose-dependente. Para Anadenanthera
colubrina (Vell.) Brenan, Santos et al. (2010) verificaram que a quantidade de compostos
fenolicos diminuiu com o aumento das doses de radiacdo nos extratos de caule, assim como
ocorreu para os extratos irradiados de S. cumini de caule analisados no presente estudo, sendo
0s menores valores encontrados na dose de 10 kGy (Figura 29).

Figura 29. Comparacéo entre os resultados de fenol em extratos de raiz e caule de
Syzygium cumini (L.) Skeels apés irradiacdo gama
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Fonte: A autora.
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Sousa et al., (2007) analisando cinco plantas medicinais, de familias diferentes da
Myrtaceae, do semiarido piauiense obtiveram valores dos compostos fendlicos das cascas de
caule de T. brasiliensisde 45,8 0,8 mg de EAG/g de material vegetal seco. O valor
encontrado nesse estudo tanto para extrato de caule quanto para o extrato de raiz sao até cinco
vezes maiores que o relatado por esses autores, indicando o potencial de utilizacdo dos
extratos  S. cumini como  antissépticos, germinicidas e  antioxidantes
(SATHYAPRABHA et al., 2011; BERLOWSKI et al., 2013).

Por outro lado, em um trabalho com cascas de caule de Anacardium occidentale L.
para quantificar compostos fendlicos, o valor encontrado foi 345+ 16 mg EAG/g
(CHAVES et al., 2010), valores maiores que os encontrados neste estudo.

A partir da analise de varias partes da planta Mimosa caesalpiniifolia Benth.
(Mimosaceae) para a quantificacdo dos compostos fendlicos, Silva (2012b) encontrou valores
de 206 + 4 mg EAG/g e 150,3 + 0,4 mg EAG/g para os extratos etandlicos de caule e raiz,
respectivamente. Esses valores foram proximos aqueles encontrados nesta pesquisa para o
extrato controle do caule e da raiz.

Valadares et al. (2015) com Vatairea macrocarpa (Benth.) Ducke. encontraram valor
de 301 + 7 mg EAG/g para o extrato metandlico. Gindri et al., (2010) dosaram compostos
fendlicos em raiz de Urera baccifera (L.) Gaudich (Urticaceae) conhecida como urtiga-brava,
na ordem de 29,8 £ 1,5 mg EAG/g. A variacdo percentual encontrada em extratos da casca de
caule irradiados de Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan com 5; 7,5 e 10 k Gy em estudo
realizado por Santos et al. (2010) foi entre 7,8 £ 0,4 e 8,2 + 0,3, mostrando que a radiacdo nao
teve influéncia significativa no contetdo dos compostos fendlicos totais. Neste estudo, como
ndo houve influéncia da radiacdo nos extratos de caule e de raiz, foi demonstrada certa

radiorresisténcia dos extratos de S. cumini.

4.4 Flavonoides

Os resultados da quantificagdo de flavondides em extratos de raiz e caule de
S. cumini irradiados com 0 kGy, 6 kGy, 8 kGy e 10 kGy encontram-se na Tabela 11. Para o
extrato de raiz, foi quantificado valor de 247 £+ 4 mg EQ/g para o controle, observando um
decréscimo na dose de 6 kGy e de 10 kGy, que atingiram 150 = 6 mg EQ/g e
176 + 6 mg EQ/g, respectivamente. Para a dose de 8 kGy, houve um acréscimo de 10% nos
teores de flavonoides, alcancando 273 £ 4 mg EQ/g. Para o extrato de raiz, foi observado

acréscimo de 30% no extrato irradiado com 6 kGy com relagdo ao controle, contudo houve
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reducdo do teor de flavondides nos extratos irradiados com 8 e 10 kGy (Tabela 11). A
comparagédo entre os resultados obtidos pode ser melhor visualizada na Figura 30. De modo
geral, a radiacdo gama aumentou o teor de flavondides nas doses de 8 kGy para o extrato de

acetato de etila da raiz e na dose de 6 kGy para o extrato de caule.

Tabela 11. Flavondides em quercetina equivalente (mg EQ/g) quantificados em extratos
irradiados de raiz e caule de Syzygium cumini (L.) Skeels

Raiz Caule
Dose
(mg EQ/g) (mg EQ/g)
0 kGy 247 + 4 135+8
6 kGy 150+ 6 177 +5
8 kGy 273+3 94 +2
10 kGy 176 £ 6 113+ 5

Fonte: A autora.

Figura 30. Teores em quercetina equivalente (mg EQ/g) de flavondides em extratos
irradiados de raiz e caule de S. cumini
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Fonte: A autora.

Valadares et al. (2015) encontraram valores de flavondides em extrato metandélico de
caule de 15,8 + 0,4 mg EQ/g em Vatairea macrocarpa (Benth.) Ducke. Ao quantificar
flavondides em raiz, Gindri et al. (2010) encontraram valores de 16,4 + 0,1 mg/g nos extratos
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de raiz de Urera baccifera (L.) Gaudich. Ambos os estudos com valores bem abaixo daqueles
encontrados neste estudo. Como ndo foram encontradas as informacdes referentes ao
procedimento de preparo das plantas para a obtencdo dos extratos, tal diferenca pode ser
explicada pelo teor de agua. Além disso, extratos de polpa de frutos e de sementes de
S.cumini apresentaram quantidades significativas de flavonodides (valor méaximo de
aproximadamente 7.800 mg/g catequina equivalente para o extrato de sementes) conforme
estudo realizado por Saha et al. (2013).

Valores de flavonodides entre 79 + 3 e 197 + 33 mg de apigenina por 100 g de
amostra em extrato aquoso fresco e seco, respectivamente, de raiz de Cochlospermum
angolense (borututu) foram encontrados por Vinha et al.,, (2012). Lee et al. (2011),
encontraram valor de flavondides de 2,2 mg EQ/g de peso de extrato seco de cascas de caule
de Rhododendron yedoense var. Poukhanense.

Acidos fendlicos, flavondides e taninos sdo considerados os principais compostos
fendlicos com  propriedades  farmacol6gicas  presentes na  dieta  humana
(MOLLER et al., 2009). Contudo, dados sobre o incremento/reducdo como ocorreu para o
extrato de raiz irradiado com 8 kGy sdo escassos na literatura, demonstrando o ineditismo dos

resultados obtidos pelo nesta pesquisa.

4.5 Taninos condensados

Na Tabela 12, sdo apresentados os valores de taninos quantificados nos extratos de
raiz e caule irradiados. As concentracdes variaram de 25,0 a 34,9 mg de catequina por 100 g
de peso seco da planta para os extratos de raiz. A radiacdo ocasionou a diminuicao de até 30%
na concentragdo dos taninos nos extratos de raiz. Para os extratos de caule de S. cumini, a
faixa de valores encontrados foi 24,9 -32,8 mg de catequina por 100 g de peso seco da planta
(Tabela 12). Houve um acréscimo na quantidade de taninos nos extratos de caule irradiados

com 8 e 10 kGy com relagéo ao extrato controle (Figura 31).
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Tabela 12. Teor de taninos em extratos de raiz e caule controle e irradiados de S. cumini

(L.) Skeels
SUCUHIAC mg de czgléuina por 100 g de peso secc::gudlz planta
0 kGy 34,9 27,3
6 kGy 31,8 24,9
8 kGy 24,1 32,8
10 kGy 25,0 30,5

Fonte: A autora.

Figura 31. Teor de taninos em extratos de raiz e caule irradiados de S. cumini (L.) Skeels
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Fonte: A autora.

Siqueira (2011) realizou a quantificacdo de taninos na vegetacdo da Caatinga do
Estado de Pernambuco, sendo que valores entre 1,5 a 12,6 mg de taninos foram obtidos
apenas para 12 das 21 plantas, cujas cascas de caule foram analisadas. Duas plantas tiveram
suas raizes analisadas e apenas uma apresentou taninos com o valor de 1,2 mg/100 g de peso
seco de extrato da planta (SIQUEIRA, 2011). Ao analisar 14 plantas de nove familias
utilizadas popularmente com propriedades farmacoldgicas, Cabral (2014) encontrou valores
de taninos variando de 0,02 + 0,02 a 8,21 + 0,22 mg. Assim, valores muito abaixo dos
encontrados nesta pesquisa tém sido reportados na literatura. Por outro lado, valores de

19,1 £ 0,8 mg/g de taninos condensados foram encontrados em um estudo realizado por
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Gindri et al., (2010) em raizes de Urera baccifera (L.) Gaudich. Ex Wedd. Vinha et al. (2012)
quantificou o teor de taninos em raiz de Cochlospermum angolense conhecida como Borututu
e encontrou valores de 11,3+ 0,8 e 16,0+ 0,9 mg para extrato aquoso fresco e seco,
respectivamente.

Em trabalho realizado com extratos irradiados com doses de 0, 5, 7,5 e 10 kGy de
A. colubrina (Vell.) Brenan, Santos et al. (2010) obtiveram valores entre 4,0 + 0,2 e
4,6 + 0,3 mg de Catequina/100 g, ndo constatando o efeito da radiacdo no teor de taninos na
planta. Trabalhos sobre os efeitos do tratamento com radiacdo gama em extratos vegetais sdo
escassos, porém ja foi observada, de acordo com Yalcin et al., (2011), a acdo da radiagdo com
®Co nas doses entre 0,5 e 10 kGy, promovendo alteracdes nos contetidos de polifendis e

taninos.

4.6 DPPH (Radical 2,2-difenil 1- picrilhidrazil)

Nas Figuras 32 e 33, é possivel visualizar as imagens das microplacas, no momento
da realizagéo dos ensaios de DPPH para a avaliagcdo qualitativa dos extratos de raiz e caule. A
cor amarela indica a alta atividade do extrato no sequestro de radicais livres, enquanto que a

lilds demonstra a fraca atividade.

Figura 32. Placa multipogos com os resultados da atividade antioxidante pelo método do
DPPH de extrato de raiz controle e irradiados. D = concentragdo do extrato. A cor
amarela representa a forte atividade antioxidante dos extratos analisados, a lilas, pouca
atividade.

Fonte: A Autora
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Figura 33. Placa multipocos com os resultados da atividade antioxidante pelo método do
DPPH de extrato de caule controle e irradiados de S. cumini. D = concentracéo do
extrato. A cor amarela indica o poder oxidante dos extratos, a lilas, fraca atividade.

Fonte: A Autora

Os resultados da atividade antioxidante pelo método de DPPH dos extratos de raiz e
caule controle e irradiados estdo representados nas Figuras 34 e 35,em que foram realizados
ajustes ndo lineares para a andlise estatistica a partir do método dos quadrados minimos. Nos
extratos irradiados, na menor concentracdo, em comparacdo com 0 extrato controle, houve
uma diminuicdo na SRL%. A partir das aliquotas de 250 pg/mL de extrato, ndo houve
diferenca estatistica de modo que o aumento da aliquota ndo influenciou no aumento da
SRL%. Assim, foi possivel concluir que o extrato raiz controle na menor concentragéo (31,25
pug/mL) obteve porcentagem melhor (53,49%) no sequestro dos radicais de DPPH, sendo
melhor também, que o controle positivo do experimento que obteve 29,62% na mesma

concentragédo (Figura 34).
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Figura 34. Porcentagem de Sequestro de Radicais Livres — SRL% dos extratos
irradiados de raiz de S cumini e trolox
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Para os extratos de caule (Figura 35), pela analise dos valores expostos nos gréaficos,

a radiacdo teve influéncia significativa no sequestro do radical 2,2-difenil 1- picrilhidrazil,

reduzindo a SRL% nas doses de 6 e 10 kGy. O extrato irradiado com 8 kGy obteve percentual

proximo ao encontrado no extrato controle. Como ocorrido para 0s extratos de raiz, as

maiores diferencas foram encontradas para concentragdes menores que 250 pg/mL. Esses

resultados mostram radiorresisténcia (mostraram que ndo sdo sensiveis a radiacdo) dos

extratos de raiz e caule de S. cumini.
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Figura 35. Porcentagem de Sequestro de Radicais Livres — SRL% dos extratos
irradiados de caule de S. cumini e trolox
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Rodrigues et al. (2011), para a atividade antioxidante de extratos de caule de Senna

obtusifolia, com concentracdo de 500 pug/mL de extrato encontraram valores de 17,9%. Com

essa quantidade de extrato, foi obtido em média 89% de sequestro do radical DPPH para os

extratos controle e irradiados. Para os extratos metandlicos de sementes S.cumini, a

concentracdo aproximada de 0,1 mg/mL do extrato proporcionou valor de SRL de
aproximadamente 97% (SAHA et al., 2013).

O extrato de acetato de etila do caule de Calamintha baetica inibiu 20% dos radicais

livres com a concentracdo de 0,75 mg /mL, enquanto que na concentracdo de 1,5 mg/mL

houve estabilizacdo no sequestro desses radicais (AZEVEDO, 2014). No extrato controle

deste trabalho, na concentracdo de 31,25 pg/mL de extrato de caule inibiram 83,75% do
radical DPPH.
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Estudo realizado por Sousa et al. (2007) com cascas de caule de T. brasiliensis e com
raiz de C. prunifera, encontrou valores de 70% de inibicdo dos radicais DPPH com 50 pg/mL
e 90% com 100 pg/mL para extratos de caule além de 15% e 20% para extratos de raiz nas
concentracdes de 50 e 100 pg/mL, respectivamente. Por outro lado, Chaves et al. (2010)
encontraram que o0 extrato etandlico das cascas do caule apresentou maior contetdo de
compostos fenolicos e percentual de atividade antioxidante.

Assim como verificado anteriormente para o ensaio do radical DPPH ndo houve
evidéncias que comprovem o efeito negativo da radiacdo gama sobre a capacidade de

sequestro de radicais livres de extratos de caule e raiz de acordo com 0s resultados.

4.7 Método ABTS (2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolin) 6-acido sulfonico)

Na Tabela 13 estéo representados os valores em porcentagem de inibi¢do do radical
ABTS dos extratos controle e irradiados de raiz e caule. No ensaio, extratos na concentracdo
de 1000 pug/mL foram utilizados para avaliar a capacidade antioxidante equivalente ao Trolox
(antioxidante sintético similar a vitamina E), que foi usado como controle do experimento.
Com os valores mostrados na Tabela 14, foi possivel constatar que a radiacdo aumentou a
capacidade antioxidante equivalente ao Trolox (TEAC) para o extrato de raiz irradiado com

10 kGy, ndo havendo aumento do TEAC nas doses de 6 e 10 kGy para o extrato de caule.

Tabela 13. Porcentagem de inibigdo do radical ABTS

% Inibicdo ABTS

Extratos i
Raiz Caule
0 kGy 80,19% 97,22%
6 kGy 84,48% 60,24%
8 kGy 79,08% 92,52%
10 kGy 96,39% 60,94%

Fonte: A autora.
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Tabela 14. Capacidade antioxidante equivalente a Trolox - TEAC

Doses TEAC
Raiz (umol) Caule (umol)
0 kGy 1.730 2.140
6 kGy 1.840 1.250
8 kGy 1.710 2.030
10 kGy 2.120 1.270

Fonte: A autora.

Ao analisar a fracdo de acetato de etila do extrato de casca de caule de Ficus
microcarpa, Ao et al. (2008) encontraram fortes efeitos antioxidantes e alta quantidade de
compostos fenolicos totais, em que os valores de DPPH e de radical ABTS + foram 4,83
pug/mL e 1,62 pg/mL. Esses resultados séo bastante inferiores ao encontrados nesse estudo.

Em um estudo da atividade antioxidante de cascas de caule de Rhododendron
yedoense var. Poukhanense, Lee et al. (2011) encontraram valores de 95,5 % % 0,9% de
inibicdo do radical ABTS com concentracdo do extrato com cerca de 230 pg/mL. O resultado
foi considerado melhor do que o encontrado para 0 extrato controle de raiz e proximo ao
encontrado para o extrato ndo irradiado de caule analisados neste estudo. Um efeito inibitério
significativo do radical ABTS dos extratos de raiz de Pyrostegia venusta (Ker Gawl) Miers
foi encontrado por Roy et al. (2011) com valor de 0.026 £ 0.94 mg/mL para 50% de inibicdo
dos radicais. Os valores de inibicdo do radical ABTS encontrados foram menores que aqueles
encontrados neste trabalho.

De acordo com os resultados encontrados, 0 método ABTS comprovou as mudancas
ocasionadas a partir da irradiacdo gama de extratos de raiz e caule de S. cumini, em que as
caracteristicas antioxidantes dos extratos irradiados nas doses de 10 kGy para 0s extratos de
raiz e de 8 kGy para o extrato de caule foram aumentadas em comparagdo com 0s extratos néo

irradiados.

4.8 Ensaio de Fosfomolibdénio

O ensaio do fosfomolibdénio indica a atividade antioxidante total (AAT) do extrato
comparado ao Acido Ascorbico. Os resultados encontrados variaram de 64,6 % + 0,5 % a
58,4 % £ 0,6 % para os extratos controle e irradiados de raize 83 % £ 4 % a 42,2 % = 0,4 %
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para 0s extratos de caule (Figura 36). E possivel notar que os maiores valores de AAT foram
encontrados no extrato de caule irradiado com 8 kGy com valores bastante proximos aqueles
do extrato controle. Houve reducdo na AAT para o extrato de caule irradiado a 6 kGy,

indicando a complexidade dos efeitos da radiacdo gama sobre extratos naturais de plantas.

Figura 36. AAT em % dos extratos irradiados de raiz (A) e caule (B) de S. cumini
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Fonte: A Autora

Na Figura 37 esta ilustrada a placa multipogos com o conjunto extrato-solucdo do
reagente para a verificacdo qualitativa dos resultados encontrados. A tonalidade da cor verde é

diretamente proporcional & AAT%, ou seja, tonalidade mais escura indica maior AAT% dos

extratos.

Figura 37. Imagem da placa multipogos com o conjunto extrato-solugdo de reagente da
esquerda para direita: extratos de raiz controle e irradiados e na segunda linha os
extratos de caule. A tonalidade da cor verde representa a intensidade da AAT.
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Fonte: A Autora

Estudo realizado com a fragéo acetato de etila do extrato de Zanthoxylum rhoifolium
LAM., encontrou valor de AAT de 25,7 % + 1,2% (KRAUSE, 2013), valor bem abaixo do

encontrado nessa pesquisa. Homem (2015), avaliou a atividade antioxidante de extrato e
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fragcOes de folhas e caules de Mollinedia clavigera Tul., obtendo na fragdo de acetato de etila
do caule, percentual de 33,5% de AAT. Marecek et al. (2016) estudaram cinco variedades de
batata quanto a atividade antioxidante sendo que as variedades Agria, Red Anna e Princess
continham as maiores atividades antioxidantes (19; 23 e 23 mg de TEAC por 100 g de matéria
seca).

Como anteriormente ressaltado, s&o escassos o0s trabalhos sobre a atividade
antioxidante total de extratos irradiados, demonstrando o ineditismo desta pesquisa cientifica.
A irradiacdo notadamente aumentou as caracteristicas especificas dos extratos quanto a
atividade antioxidante a partir dos ensaios de DPPH e ABTS sem prejudicar a AAT dos
extratos irradiados.

4.9 Avaliacéo das propriedades antioxidantes dos extratos irradiados

Na Tabela 15 estd apresentada a compilacdo dos resultados obtidos nos ensaios
realizados com 0s extratos irradiados dos extratos de raiz e caule de S. cumini, enquanto que a
Figura 38 mostra 0 comportamento dos extratos de raiz (Figura 38a) e de caule (Figura 38b)
com relacdo aos valores encontrados e as doses estudadas.

Tabela 15. Compilacao dos resultados quanto a atividade antioxidante dos extratos
irradiados de raiz e de caule de S. cumini

Compostos ) ) ) )
Dose . Flavonoides Taninos DPPH* ABTS  Fosfomolibdénio
Extrato fendlicos .
kGy) (mg EQ) (mg catequina) (%) (%) (AAT%)
(mg EAG)
0 189 247 34,9 89,2 80,2 64,56
Rai 6 207 150 31,8 89,3 84,5 56,52
aiz
204 273 24,1 88,8 79,1 53,51
10 213 176 25,0 89,1 96,4 58,43
0 205 135 27,3 89,6 97,2 82,76
197 177 24,9 89,1 60,2 32,49
Caule
194 94 32,8 88,8 92,5 86,16
10 174 113 30,5 89,2 60,9 42,24

*Valor médio para concentra¢@es acima de 250 pg/mL
Fonte: A Autora.
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Figura 38. Comportamento dos extratos de raiz (a) e caule (b) com relagdo aos valores
encontrados e as doses estudadas
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Fonte: A Autora.

De maneira geral, a irradiacdo dos extratos de raiz afetou positivamente os resultados
dos ensaios realizados, em que houve aumento no teor de flavondides para as doses de 8 kGy,
sendo que os teores de taninos foram superiores nas doses de 6 kGy. A irradiagdo nédo
proporcionou efeitos negativos consideraveis com relagdo ao extrato de raiz ndo irradiado
(Figura 38a).

Para os extratos de caule, os melhores resultados foram encontrados para a dose de
8 kGy para a atividade antioxidante total e de 6 kGy para flavonoides (Figura 38b). Assim

como ocorreu para os extratos de raiz, a irradiacdo ndo afetou negativamente os resultados,
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indicando sua potencialidade para aprimorar e/ou manter as caracteristicas antioxidantes dos

extratos de plantas de S. cumini.

4.10 Concentracdo Minima Inibitoria - CMI e Concentracdo Minima
Bactericida - CMB

A técnica de microdiluicdo tem sido muito utilizada para avaliar quantitativamente a
atividade antimicrobiana de plantas. Apresenta alto rendimento porque possibilita a analise de
pequenas amostras quando se trata de extratos vegetais. Com ela é possivel analisar mais de
uma amostra e utilizar diferentes micro-organismos no mesmo ensaio (ELOFF et al., 1998;
PALOMBO, 2011).

Na avaliacdo da CMI e CMB, os valores encontrados para o extrato de acetato de
etila de raiz controle (0 kGy) variaram de 500 a 2000 pg/mL para a CMI e de 500 a > 2000
pg/mL para CMB frente a S. aureus. Para P. aeruginosa, os valores foram de 1000 a > 2000
pug/mL para CMI e de 2000 a > 2000 pg/mL para CMB para o extrato controle. Com relacdo
ao extrato irradiado com 6 kGy, os valores de CMI e CMB foram 500-1000 pg/mL e 1000-
2000 pg/mL para S. aureus, respectivamente. Diante de P. aeruginosa os valores de CMI
variaram de 1000 a 2000 pg/mL e CMB 1000 a > 2000 pg/mL. Na dose de 8 kGy, foram
encontrados valores entre 125 - 2000 pg/mL e 125 - > 2000 pg/mL para CMI e CMB,
respectivamente, para S. aureus. Os valores de CMI e CMB variaram de 500 a 2000 pg/mL,
respectivamente, para P. aeruginosa. Os melhores valores encontrados foram nos extratos
irradiados com 10 kGy com CMI de 125 a 500 pg/mL (Figura 39) e CMB de 125 a
1000 pg/mL para S. aureus. A resposta na presenca de P. aeruginosa ficou com valores entre
500 a 2000 pg/mL de extrato para CMI e CMB, respectivamente, como representado na
Tabela 16.
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Figura 39. Imagem da placa multipocos para os ensaios CMI e CMB de extratos de raiz
irradiados de S. cumini com 10 kGy com CMI de 125 pg/mL para o micro-organismo
718 e 250 pg/mL para o micro-organismo 719. A cor roxa representa o ndo crescimento

do micro-organismo, enquanto que a rosa o crescimento.
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Fonte: A autora.
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Tabela 16. VValores de CMI e CMB para extratos irradiados e controle de raiz de Syzygium cumini (L.) Skeels

Extrato de Acetato de Etila de Raiz

Micro-  ExtratoControle ~  Extrato6kGy ~ Extrato8kGy  Extratol0kGy

organismos CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB
(Hg/mL) (Hg/mL) (ug/mL) (Hg/mL) (Hg/mL) (ng/mL) (Hg/mL) (ng/mL)

670 500 1000 500 1000 500 1000 500 1000
671 500 500 1000 2000 2000 >2000 500 500
672 1000 2000 500 1000 500 1000 500 1000
679 1000 >2000 1000 2000 250 250 250 250
691 1000 2000 500 500 500 500 500 500
700 2000 2000 2000 2000 500 500 250 250
707 1000 1000 1000 1000 250 250 125 125
711 1000 1000 500 1000 250 250 125 125
718 1000 2000 500 1000 250 250 125 125
719 1000 2000 1000 2000 500 500 250 250
725 1000 2000 500 1000 125 125 125 125
728 2000 >2000 1000 2000 500 500 125 125
729 1000 2000 1000 2000 250 250 125 125
730 1000 2000 1000 2000 500 500 125 125
731 1000 2000 1000 1000 1000 1000 500 500
732 1000 2000 1000 1000 125 125 125 125
2000 2000 1000 1000 2000 2000 2000 2000

2000 2000 2000 2000 1000 1000 500 1000

1000 2000 1000 1000 500 500 500 500

2000 >2000 2000 >2000 2000 2000 2000 2000

1000 >2000 1000 2000 1000 1000 500 1000

2000 2000 2000 2000 2000 2000 2000 2000

670 - 732: Staphylococcus aureus isolados clinicos; 64- Pseudo Hospitalar(3): Pseudomonas aeruginosa isolados clinicos; CMI: Concentracdo Minima Inibitéria; CMB:
Concentracdo Minima Bactericida; pg/mL: microgramas de extrato por mililitros. Cores: verde: atividade moderada; marrom: atividade fraca; vermelha: inatividade do
extrato.
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Neste estudo, o extrato controle de raiz atuou em 87,5% das cepas de S. aureus com
CMI entre 500 e 1000 pg/mL e em 33,3 % das P. aeruginosa com 1000 pg/mL. Para o extrato
com 6 kGy, 93,75% das linhagens de Staphylococcus aureus e 50% das linhagens de
P. aeruginosa tiveram CMI entre 500-1000 pg/mL. O extrato com 8 kGy teve 0s mesmos
valores em porcentagem tanto para as cepas de S. aureus quanto para as P. aeruginosa, s6 que
com valores de 125-1000 pg/mL e 500-1000 pg/mL, respectivamente. O extrato irradiado
com 10 kGy obteve os melhores valores, 100% com CMI entre 125-500 pg/mL para as
bactérias Gram positivas e 50% para as Gram negativas com CMI de 500 pg/mL. A medida
que a dose de radiacdo aumentou, o valor de CMI diminuiu.

Segundo Holetz et al. (2002) e Regasini et al. (2010), extratos de plantas com
atividade antimicrobiana com valores de CMI e CMB entre 100-500 pg/mL possuem
atividade moderada, entre 500 e 1000 pg/mL, a atividade é considerada fraca. Por outro lado,
Eloff (1998) utilizou a técnica de diluicdo em microplacas para verificar a atividade
antimicrobiana em extratos vegetais, incluindo os de folhas, o que demonstrou inconvenientes
da técnica, pois 0s compostos presentes em alguns extratos precipitavam e a coloracdo verde
da clorofila em concentracdo muito alta interferia na analise.

Avaliando a CMI e a CMB para o0 extrato de acetato de etila de caule, os melhores
valores encontrados foram para o extrato controle que variaram de 250 a 1000 pg/mL com
relacdo a CMI e de 500 a 2000 pg/mL para CMB frente a S. aureus (Figura 40) com 13 cepas
(81,25%) correspondendo a 500 pg/mL para CMI e 6 cepas (43,75%) para CMB. Para
P. aeruginosa, os valores foram 1000 a 2000 pg/mL para CMI e 1000 a > 2000 pg/mL para
CMB. No extrato irradiado com 6 kGy, os valores variaram de 250 - >2000 pg/mL - CMI e
500 - >2000 pg/mL - CMB para S. aureus. Os valores de CMI para P. aeruginosa variaram
de 1000 a 2000 pg/mL e CMB 2000 a > 2000 pg/mL. Na dose de 8 kGy, foram encontrados
valores entre 250 - 2000 pg/mL e 250 - > 2000 pg/mL para CMI e CMB, respectivamente
para S. aureus, e valores que variaram de 1000 a 2000 pg/mL - CMI e 2000 a > 2000 pg/mL -
CMB para P. aeruginosa. Os valores de CMI encontrados para os extratos irradiados com
10 kGy foram 1000 a 2000 pg/mL e CMB 1000 a >2000 pg/mL para S. aureus e valores de
1000 a 2000 pg/mL para CMI e CMB 2000 a >2000 pg/mL para P. aeruginosa como
representados na Tabela 17.
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Figura 40. Imagem da placa multipocos com CMI e CMB de extratos de caule controle
de S. cumini com CMI e CMB de 500 pug/mL para os micro-organismos 725 e 728. A cor
roxa representa o ndo crescimento do micro-organismo e a rosa o crescimento.

Fonte: A Autora

Neste estudo, o extrato controle de caule apresentou CMI entre 250- 1000 pg/mL
para 100% das linhagens de S. aureus e CMI de 1000 pg/ mL para 66,67 % das
P. aeruginosa. Para o extrato com 6 kGy, 68,75% das linhagens de Staphylococcus tiveram
CMI entre 250 e 1000 pg/mL e 16,67 % das linhagens de P. aeruginosa tiveram CMI de
1000 pg/mL. Os valores de CMI na presenca de S. aureus do extrato irradiado com 8 kGy
variaram de 250- 1000 pg/mL, correspondendo a 56,25% das linhagens testadas. O extrato
irradiado com 10 kGy atuou em 18,75 % das cepas de S. aureus e obteve CMI de 1000 pg/mL
e 33,34% para as P. aeruginosa com CMI de 1000 pg/mL. O extrato de 10 kGy foi
considerado inativo (HOLETZ et al., 2002), devido ao maior numero de linhagens em que a
CMI obteve valores entre 2000 pg/mL ou >2000 pg/mL (Tabela 17).
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Tabela 17. Valores de CMI e CMB para extrato de acetato de etila de caule de S. cumini (L.) Skeels

Extrato de Acetato de Etila de Caule

Micro- ~ ExtratoControle ~  Extrato6kGy ~ FExtrato8kGy  Extratol0kGy

Organismos CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB
(ug/mL) (ug/mL) (ug/mL) (ug/mL) (ug/mL) (ug/mL) (ug/mL) (ug/mL)
670 500 1000 500 1000 500 1000 2000 >2000
671 500 500 1000 2000 2000 >2000 2000 >2000
672 1000 2000 500 1000 500 1000 2000 >2000
679 500 1000 250 500 250 500 1000 1000
691 500 500 1000 2000 1000 2000 2000 2000
700 500 1000 250 500 2000 >2000 2000 >2000
707 500 1000 500 1000 250 250 2000 >2000
711 500 1000 2000 >2000 2000 >2000 2000 >2000
718 500 1000 1000 2000 1000 2000 2000 >2000
719 500 1000 2000 >2000 2000 >2000 2000 >2000
725 500 500 1000 2000 1000 2000 1000 2000
728 500 500 2000 2000 2000 >2000 2000 >2000
729 500 1000 500 1000 1000 1000 2000 >2000
730 1000 2000 2000 2000 2000 2000 2000 >2000
731 500 500 2000 >2000 1000 >2000 2000 2000
732 250 500 500 1000 250 250 1000 2000
2000 >2000 2000 >2000 2000 >2000 2000 >2000
1000 1000 2000 >2000 2000 >2000 1000 2000
1000 1000 2000 >2000 2000 >2000 2000 2000
2000 2000 1000 2000 1000 2000 2000 >2000
1000 1000 2000 >2000 2000 >2000 2000 >2000
1000 1000 2000 >2000 2000 >2000 1000 2000

670 - 732: Staphylococcus aureus isolados clinicos; 64- Pseudo Hospitalar (3): Pseudomonas aeruginosa isolados clinicos; CMI: Concentragdo Minima Inibitéria; CMB:
Concentracdo Minima Bactericida; pg/mL: microgramas de extrato por mililitros. Cores: verde: atividade moderada; marrom: atividade fraca; vermelha: inatividade do
extrato.
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Santos et al. (2010) avaliaram o efeito da radiagcdo em extratos de folhas e cascas de
caule de Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan com doses de 5; 7,5 e 10 kGy frente a
diversos micro-organismos, obtendo halos de 17,33 mm (D.P.: 1,53) e CMI de 100 pg/mL
com os extratos irradiados com 10 kGy de cascas de caule para S. aureus. Esses resultados
foram diferentes aqueles encontrados no presente trabalho, em que o extrato de caule mostrou
inatividade frente 81,25% dos S. aureus quando irradiado com a mesma dose.

Solidénio et al. (2015) avaliaram a atividade antimicrobiana de extratos com 0s
solventes ciclohexano, acetato de etila e etandlico irradiados e néo irradiados de camomila
contra Staphylococcus aureus, P. aeruginosa e outros micro-organismos. Staphylococcus
aureus foi inibido por extratos etandlicos do controle, 8 kGy e 10 kGy com halos entre 9 e 9,7
(x 0,6). Nao houve a formacdo de halos de inibicdo dos extratos de ciclohexano, acetato de
etila e metandlico controle e irradiados contra P. aeruginosa em nenhuma das amostras de cha
testadas.

Os resultados obtidos neste estudo permitem afirmar que a grande diversidade de
moléculas encontradas nos extratos de plantas, neste caso, Syzygium cumini (L.) Skeels,
promove seus empregos como fontes promissoras de novos agentes antimicrobianos e
antioxidantes, principalmente ao serem submetidos a fonte de radiacéo ionizante, destacando
0s extratos irradiados de raiz que apresentaram os melhores resultados.
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5 CONCLUSOES

A partir deste estudo de citotoxicidade, propriedades antioxidantes e avaliacdo

quantitativa da atividade antimicrobiana apos irradiacdo gama dos extratos, foi concluido que:

Os extratos irradiados de acetato de etila de raiz e caule apresentaram atividade
hemolitica com porcentagens proxima a zero, 0 que caracterizou a néo citotoxicidade
dos extratos.

Para a atividade citoprotetora ou anti-hemolitica, os melhores valores foram obtidos
para os extratos controle e irradiados nas menores concentragoes.

Na prospecgdo fitoquimica, foram encontrados flavonoéides, derivados cinamicos,
triterpenos, esterdides, mono e sesquiterpenos e, por fim, proantocianidinas
condensadas e leucoantocianidinas nos extratos controle e irradiados.

Os compostos fendlicos foram enriquecidos no extrato de raiz irradiado com 10 kGy.
Para os extratos de caule, foi observada a reducdo de compostos fendlicos nos extratos
irradiados.

A radiacdo gama possibilitou aumento no teor de flavondides nos extratos de raiz
irradiados com 8 kGy e nos de caule irradiados com 6 kGy.

Na quantificacdo de taninos, ndo foram observados valores maiores para 0s extratos de
raiz irradiados. Para o0s extratos de caule, a irradiagdo permitiu a melhoria na
concentragdo de taninos nas doses de 8 e 10 kGy.

Para a atividade antioxidante com o radical DPPH, os extratos irradiados de caule e
raiz obtiveram valores muito proximos quanto a porcentagem de sequestro de radicais
livres para as concentracdes acima de 250 pg/mL.

A partir dos resultados do radical ABTS, a atividade antioxidante foi melhorada para o
extrato irradiado com 10 kGy de raiz e o extrato de caule irradiado com 8 kGy.

De modo geral, a irradiagdo gama ndo proporcionou 0 aumento da atividade
antioxidante total, indicando radiorresisténcia dos extratos de S. cumini.

A irradiacdo proporcionou melhor atividade antimicrobiana frente os isolados clinicos
de S. aureus para os extratos de acetato de etila de raiz irradiados com 10 kGy.
Contudo, os extratos irradiados apresentaram atividade fraca para as cepas de
P. aeruginosa.

Os extratos controle do caule mostraram melhor atividade antmicrobiana contra os

isolados de S. aureus e fraca atividade para P. aeruginosa.
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APENDICE A - Termo de consentimento livre e esclarecido

Vocé esta sendo convidado(a) como voluntéario(a) a participar da pesquisa Avaliacdo da atividade
citotoxica, antioxidante e quantitativa da atividade antimicrobiana do Syzygium cumini
(Lamark.) ap6s a irradiacdo com ®Co vinculada ao Programa de Pés-graduacdo em Tecnologias
Energéticas e Nucleares da Universidade Federal de Pernambuco (PROTEN/UFPE). O motivo é
pesquisar se a radiacdo tem acdo de aumentar ou diminuir a atividade antimicrobiana, antioxidante,

hemolitica e anti- hemolitica do extrato de caule e raiz.

RISCOS E BENEFICIOS:A pesquisa fornece como beneficios, novos dados que podem ajudar
na busca de agentes antimicrobianos capazes de auxiliar no tratamento de micro-organismos que
causam um grande numero de mortalidade em hospitais. Esses micro-organismos estudados
apresentam resisténcia a maioria dos antimicrobianos usados na clinica hoje em dia, e se tornaram
bactérias multirresistentes. Dentre os riscos envolvidos no estudo, o voluntario pode sentir um leve
desconforto no momento da retirada do sangue.

GARANTIA DE ESCLARECIMENTO, LIBERDADE DE RECUSA E GARANTIA DE
SIGILO: Vocé sera esclarecido(a) sobre a pesquisa em qualquer aspecto que desejar. Vocé é livre
para recusar-se a participar, retirar seu consentimento ou interromper a participagdo a qualquer
momento. A sua participacdo é voluntaria e a recusa em participar ndo ir4 acarretar qualquer
penalidade ou perda de beneficios. O(s) pesquisador(es) ira(ao) tratar a sua identidade com padrdes
profissionais de sigilo. Seu nome ou o material que indique a sua participacdo ndo seré liberado sem a
sua permissdo. VVocé ndo sera identificado(a) em nenhuma publicacdo que possa resultar deste estudo.
Uma copia deste consentimento informado sera arquivada com o pesquisador e outra sera fornecida a
VOCE.

CUSTOS DA PARTICIPAQAO, RESSARCIMENTO E INDENIZAQAO POR EVENTUAIS
DANOS: A participa¢do no estudo ndo acarretara custos para vocé e ndo sera disponivel nenhuma
compensagdo financeira adicional.

DECLARACAO DO (A) PARTICIPANTE OU RESPONSAVEL PELO (A) PARTICIPANTE:
Eu, , n° da Identidade

(RG) fui informado (a) dos objetivos da pesquisa acima

de maneira clara e detalhada e esclareci minhas duvidas. Sei que em qualquer momento que poderei
solicitar novas informagdes e motivar minha decisdo se assim o desejar. A Doutoranda Maria Claudia
Valério Vicalvi Costa e seu professor orientador Dr Elvis Joacir De Franga, certificaram-me de que
todos os dados desta pesquisa serdo confidenciais. Também sei que caso existam gastos adicionais,
estes serdo absorvidos pelo orgamento da pesquisa. Em caso de duvidas poderei chamar a doutoranda
Maria Claudia Valério Vicalvi nos telefones (81) 99991-4434 ou através do Comité de Etica em

Pesquisa do Hospital Otavio de Freitas pelo telefone (81) 3182-8578. Declaro que concordo em
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participar desse estudo. Recebi uma c6pia deste termo de consentimento livre e esclarecido e me foi
dada a oportunidade de ler e esclarecer as minhas davidas.

RG Nome e Assinatura do Pesquisador Data
RG Nome e Assinatura do VVoluntario Data
RG Nome e Assinatura da Testemunha Data

RG Nome e Assinatura da Testemunha Data
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ANEXO A - Teste de susceptiblidade das cepas de Staphylococcus aureus aos antimicrobianos de uso clinico.
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670-732 cepas de isolados clinicos de S. aureus; R: resistente; I: resisténcia intermidiaria; S: sensivel
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ANEXO B -Teste de susceptiblidade das cepas de Pseudomonas aeruginosa aos antimicrobianos de uso clinico.
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64- Pseudo 3 isolados clinicos de Pseudomonas aeruginosa; R: resistente; I: resisténcia intermidiaria; S: sensivel
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ANEXO C- Artigo publicado na Revista Experimental Pathology and Health Sciences
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QUANTITATIVE ANTIMICROBIAL EVALUATION OF CONTROL AND
IRRADIATED EXTRACTS OF Syzygium cumini (L.) Skeels AGAINST ISOLATED
CLINICAL STRAINS OF Staphylococcus aureus

Vicalvi-Costa, M.C.V.>*; Costa Janior, C.E.O.% Magalhées, L.P.M.; Oliveira, C.V.J.%; Sena,
K.X.F.R.:: Colaco,W.!

! Antibiotics Department, Federal University of Pernambuco

2 Faculdade Integrada de Pernambuco (FACIPE)

* claudiavicalvi@hotmail.com

ABSTRACT: Staphylococcus aureus is the most common micro-organisms involved in the
genesis of hospital infections as well as in community-acquired infections. Among the various
species of plants used for medicinal purposes can be highlight the use of olive Syzygium
cumini (L.) Skeels. The objective was to evaluate qualitative and quantitatively crude extract
of ethyl acetate of root of Syzygium cumini (L.) Skeels against clinical isolates of
Staphylococcus aureus. Clinical isolates of S. aureus, most multidrug-resistant, were used.
The analysis of the plant activity was determined by MIC in multiwell plates. For MIC,
values were 2000 pg / mL and 125 pg / mL and MBC > 2000 pg / mL to 125 pg / mL for the
control and the extract irradiated with 10 kGy, respectively. The results show that the dose of
10 kGy increased activity antimicrobial of the olive root extract.

Key words: Staphylococcus aureus, irradiation, plant activity

1. INTRODUCTION

The use of medicinal plants in therapeutic processes has been observed for many
centuries (Yamada, 1998; MORAES; SANTANA, 2001). The species Syzygium cumini (L.)
Skeels, a member from Myrtaceae family, is a tree native of the tropics, particularly India,
Thailand, the Philippines and Madagascar (DANADIO et al., 1998). Olive related studies
show that some parts have antimicrobial properties (ALBERTON et al., 2001). S. aureus is
the most species of medical interest, especially in nosocomial environment that is often
associated with various infections in humans (Cassettari et al., 2005, Koneman et al., 2012).
In the pursuit of enhancing the antimicrobial action of various chemical components present
in the plant, such as phenols, tannins, flavonoids, among others, various technologies have

been applied, including the use of ionizing radiation. Studies show that radiation was able to
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reduce or increase the amount of phenols, tannins or flavonoids according to the dose used in
various plant species thus influencing their antimicrobial property (SATOMI et al., 2005).

2. MATERIAL AND METHODS

The plant material, root, of S. cumini (L.) Skeels, was collected at the Federal
University of Pernambuco and after the voucher specimen was made with deposit number
52527. The drying of the material was made in an oven at 50 °C for seven days or even
complete loss of moisture. Then, the root was milled for improved extraction of compounds.
They were weighed 400 Grams and the sample added 1200 mL of solvent three times
successively in the following order ethanol, ethyl acetate, hexane. The solution (plant-solvent)
was taken to shaking table for 2 hours for each solvent addition made to optimize the removal
of active ingredients. After maceration, the extracts were evaporated to dryness under
pressure. Crude extracts of ethyl acetate were generated. The extracts were irradiated at doses
of 6, 8 and 10 kGy in irradiator with a Co® source Gammacell with dose rate 2,934 kGy/h.
For antimicrobial susceptibility testing were used 16 strains of Staphylococcus aureus clinical
isolates. The suspensions of microorganisms were standardized at 0.5 Mc Farland scale. The
stock solution of the extracts had the initial concentration of 20,000 pg/mL. The
determination of MIC and MBC was assessed according to the criteria adopted by the CLSI
2013.

3. RESULTS AND DISCUSSION

In the evaluation of MIC and MBC, the values found for the control extract ranged
from 500 to 2000 pg / mL for MIC and 500 to > 2000 pg / mL to MBC. For irradiated with
6kGy values were 500 -1000 pg / mL for MIC and 1000-2000 pg / mL for MBC. At the dose
of 8kGy, values were found between 125-2000 pg / mL and 125 -> 2000 pg / mL for MIC
and MBC, respectively. The best values were found for irradiated extracts with 10 kGy with
MIC 125-500 mg / mL and MBC 125-1000 pg / mL (Table 1).
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Table 1- MIC and MBC values for control and irradiated extracts of root of Syzygium cumini
(L.) Skeels

ETHYL ACETATE EXTRACT OF ROOT OF Siziﬁium cumini (L.) skeels

Micro- — e MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC
organisms
670 500 1000 500 1000 500 1000 500 1000
671 500 500 1000 2000 2000 >2000 500 500
672 1000 2000 500 1000 500 1000 500 1000
679 1000  >2000 1000 2000 250 250 250 250

691 1000 2000 500 500 500 500 500 500
700 2000 2000 2000 2000 500 500 250 250
707 1000 1000 1000 1000 250 250 125 125
711 1000 1000 500 1000 250 250 125 125
718 1000 2000 500 1000 250 250 125 125
719 1000 2000 1000 2000 500 500 250 250
725 1000 2000 500 1000 125 125 125 125
728 2000 >2000 1000 2000 500 500 125 125
729 1000 2000 1000 2000 250 250 125 125
730 1000 2000 1000 2000 500 500 125 125
731 1000 2000 1000 1000 1000 1000 500 500
732 1000 2000 1000 1000 125 125 125 125

Santos et al. (2010) evaluated the effect of radiation on Anadenanthera colubrina
(Vell.) Brenan leaves extracts and stem bark with doses of 5, 7.5 and 10 kGy against many
microorganisms, and obtained halos of 17, 33 mm (SD: 1.53) and MIC 100 pg / mL with
extracts irradiated with 10 kGy of bark and leaves 14.67 mm (SD: 0.58) and 50 pg / mL for S.
aureus results close to those found in this study.

Solidonio et al., (2015) evaluating the antimicrobial activity of extracts of
cyclohexane, ethyl acetate and ethanol irradiated and non-irradiated of chamomile against
Staphylococcus aureus with disk diffusion test found values between 11 (£ 0) and 8.66 (x
0.57) to cyclohexane, 9 (= 0) to 9.66 (+ 0.57) to ethyl acetate, except extracts obtained from
samples irradiated with 10 kGy of the brand 3. Staphylococcus aureus was inhibited by
ethanolic extracts of the control, 8 kGy and 10 kGy of mark 2 with halos between 9 (x 0) to
9.66 (+ 0.57).

4. CONCLUSION

It can be concluded that the extract that has been irradiated with 10 kGy dose showed
better antimicrobial activity against clinical isolates of Staphylococcus aureus. Of the 16
microorganisms tested, 50% was inhibited with 125 pg/ mL.
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