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RESUMO

O fruto Syzygium cumini conhecido popularmente como Jamboldo apresenta
propriedades medicinais devido a presenca de metabdlitos secundarios, dentre os
quais se destacam os compostos fendlicos, que possuem atividade farmacolégica
como antioxidante e antimicrobiana. O presente trabalho teve como objetivo
investigar os compostos quimicos do fruto Jamboldo, avaliar seu potencial
antioxidante, citotéxico e sua atividade antimicrobiana frente a células sésseis e
planctdénicas. Foram obtidos cinco extratos (EBE100, EBE70, EBE50, EBE30,
EBA100) da polpa e casca do fruto. Os extratos foram submetidos as analises para
quantificar compostos fendlicos, flavonoides totais e avaliar sua atividade
antioxidante pelos métodos de DPPH, ABTS, FRAP e quelacao de ion ferro, visando
determinar o melhor solvente que extraisse metabdlitos secundarios com potencial
antioxidante. O extrato EBE100 apresentou os melhores resultados nas analises
realizadas demonstrando um teor de compostos fendlicos de 10,92 mgGAE.g™;
Flavonoides totais de 4,02 mgRTE.g™", e valores de ICso de 111,99 pug.mL™, 83,55
ug.mL™ e 300,22ug.mL™ para DPPH, ABTS e Batofenantrolina e para FRAP 98,97
umol/L eq. trolox/ug.mL™. Os principais compostos do extrato EBE100 foram
identificados por ESI-MS/MS pela técnica de MRM nos modos positivos e negativos,
indicando a presenca de Acido galico, Acido p-hidroxibenzéico, Malvidina-3-
Oglicosideo, Petunidina-3-O-glicosideo, Delfinidina-3-O-glicosideo, Cianidina-3-
Oglicosideo, Malvidina-3,5-O-diglicosideo e Petunidina-3,5-O-diglicosideo. Os
resultados de citotoxicidade para eritrécitos humanos tratados com extrato EBE100
apresentou atividade hemolitica baixa mesmo na mais alta concentracao testada de
10000 pg.mL™" com 3,97% de hemdlise. O extrato EBE100 n&o apresentou atividade
antimicrobiana no teste por difusdo em agar e o ensaio de microdiluicdo seriada
determinou uma concentragao inibitéria minima (CIM) acima de 2000 pg.mL™ frente
as cepas de Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae. A
avaliagao para biofilme de E.coli em formacdo mostrou que o extrato EBE100 nas
concentragdes de 500, 1000 e 2000 ug/mL apresentaram redugao de biomassa em
48,18%, 64,14% e 80,09% e para células viaveis uma redugéo de 17,51%, 25,08% e
37,59%, respectivamente. Para biofilme formado os resultados obtidos nos
tratamentos com o extrato EBE100 em 24 e 48 horas foram de 1,56% e 2,43% (250
pMg/mL), 2,49% e 2,95% (500 ug/mL), 2,47% e 4,14% (1000 pg/mL), 3,83% e 4,19%
(2000 pg/mL) e de 4,46% e 6,21% (4000 pg/mL), respectivamente. Portanto, os
resultados sugerem que o extrato EBE100 do fruto jamboldo apresenta compostos
bioativos que podem ser atribuidos a atividade antioxidante e antibiofilme.

Palavras-chave: Syzygium cumini. Antioxidante. Antimicrobiana. Biofiime. ESI-
MSMS.



TONETTI, Caroline da Rocha. Obtation the crude extract of the fruit jambolao
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antimicrobial and cytotoxic capacity. 2017. 90 p. Dissertation (Master's degree in
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ABSTRACT

The fruit Syzygium cumini popularly known as Jamboldo presents medicinal
properties due to the presence of secondary metabolites. Among them, the phenolic
compounds stand out because they are responsible for the pharmacological activity
as antioxidant and antimicrobial. The present work aimed to investigate the chemical
compounds of the Jamboldo fruit, to evaluate its antioxidant potential, cytotoxichy
and its antimicrobial activity against sessile and planktonic cells. Five extracts
(EBE100, EBE70, EBE50, EBE30, EBA100) were obtained from fruit pulp and peel.
The extracts were submitted to the assays to quantify phenolic compounds, total
flavonoids and to evaluate their antioxidant activity by the methods of DPPH, ABTS,
FRAP and iron ion chelation, in order to determine the best solvent that extracts
secondary metabolites with antioxidant potential. The EBE100 extract showed the
best results in the analyzes performed demonstrating a phenolic compound content
of 10.92 mgGAE.g™"; Total flavonoids of 4.02 mgRTE.g™", and ICs values of 111.99
pg.mL™, 83.55 pg.mL ', 98.97 pmol/L eq. Trolox/ug.mL™ and 300.22 ug.mL™" for
DPPH, ABTS, FRAP and Bataphenanthroline, respectively. The major compounds of
the EBE100 extract were identified by ESI-MS / MS by the MRM technique in positive
and negative modes, indicating the presence of Gallic Acid, p-hydroxybenzoic Acid,
Malvidine-3-O-glycoside, Petunidin-3-O-  Glycoside, Delfinidine-3-O-glycoside,
Cyanidin-3-O-glycoside, Malvidine-3,5-O-diglycoside and Petunidine-3,5-
Odiglycoside. The cytotoxicity results for human erythrocytes treated with EBE100
extract showed low hemolytic activity even at the highest tested concentration of
10000 ug.mL™ with 3.97% hemolysis. The EBE100 extract did not show antimicrobial
activity in the agar diffusion test and the serial microdilution assay determined a
minimum inhibitory concentration (MIC) above 2000 pg.mL™ against Staphylococcus
aureus, Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae strains. The evaluation of the
E.coli biofilm in formation showed that the EBE100 extract at the concentrations of
500, 1000 and 2000 ug/mL had a biomass reduction of 48.18%, 64.14% and 80.09%
and for viable cells one Reduction of 17.51%, 25.08% and 37.59%, respectively. For
the obtained biofilm, the results in the treatments with the extract EBE100 in 24 and
48 hours were of 1.56% and 2.43% (250 pg/mL), 2.49% and 2.95% (500 pg/mL),
2.47% and 4.14% (1000 pg/mL), 3.83% and 4.19% (2000 pg/mL) and 4.46% and
6.21% (4000 pg/mL), respectively. Therefore, the results suggest that the EBE100
extract of the jambol&o fruit presents bioactive compounds that can be attributed to
antioxidant and anti-biofilm activity.

Keywords: Syzygium cumini. Antioxidant. Antimicrobial. Biofilm. ESI-MS-MS.
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1 INTRODUCAO

Ha tempos os produtos naturais sao utilizados pela humanidade,
sendo a Unica fonte terapéutica para o0s povos primitivos. Desde entdo, por
apresentar proriedades medicinais as plantas sdo usadas na medicina popular para
a prevencdao e cura de doencas (CARTAXO, 2014). No inicio do século XIX, com o
desenvolvimento da quimica, as plantas passaram a representar a primeira fonte de
substancias para o desenvolvimento de medicamentos, visando a obtencédo de
novos compostos com atividades terapéuticas (CECHINEL FILHO; YUNES, 1998).

As propriedades medicinais das frutas sdo atribuidas a presenca de
metabdlitos secundarios, dentre os quais se destacam os compostos fendlicos que
atribuem atividades farmacol6gicas como antioxidante e antimicrobiana (MELO et
al., 2008). As propriedades antioxidantes dos compostos fendlicos estdo associadas
a sua estrutura quimica e seu poder redutor, bem como a quelacdo de metais,
agindo tanto na etapa de iniciagdo quanto na de propagacéo do processo oxidativo,
formando intermediérios estaveis por ressonancia (SOUSA, et al., 2007).

Em adicdo, uma area que estd em evidéncia é o estudo da atividade
antimicrobiana de compostos secundarios de plantas, para possivel introducdo de
novos ativos como alternativa aos antibidticos sintéticos. Tratando-se de
antimicrobiano, tal necessidade torna-se mais evidente ao considerar o0
aparecimento de formas bacterianas resistentes frente aos farmacos (OLIVEIRA et
al., 2006; CARTAXO, 2014), decorrentes principalmente do uso indiscriminado e mal
orientado deste tipo de produto (PANCHAVARNAKILI et al., 2012).

A flora brasileira possui inUmeras espécies vegetais, muitas
consideradas importantes matérias-primas, outras ja incorporadas ao habito
alimentar e algumas pouco conhecidas e que poderiam ser incorporadas a dieta,
como o fruto Syzygium cumini conhecido popularmente como jamboldo. A utilizacao
do fruto Jamboldo na dieta e na fabricagcdo de produtos industrializados ainda é
bastante restrita, indicando a necessidade de pesquisas com intuito de trazer
informacao sobre seus beneficios & salde humana (PEREIRA, 2011).

A presenca de éacidos fendlicos, antocianinas e taninos tém sido
relatada em S. cumini, mostrando uma relagdo com a atividade antioxidante, anti-

inflamatoria e antimicrobiana, o que justifica o0 seu uso na medicina popular (LIMA et



17

al., 2007; BRITO et al., 2007).

Considerando o valor farmacolégico e o uso popular do fruto
jamboléao, o presente trabalho teve como objetivo investigar os principais compostos
quimicos do extrato bruto do fruto, avaliar seu potencial antioxidante, antimicrobiano

e citotoxico.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 JAMBOLAO

A espécie Syzygium cumini (L.) Skeels apresenta véarias sinonimias
cientificas, 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, Calyptrantes caryophylifolia
Willd, C. jambolana Willd, C. cumini Pers. e Myrtus cumini L. (MIGLIATO, 2005).

O jamboldo (S. cumini) pertence a familia Myrtaceae nativa da Asia
tropical, particularmente da india. A planta foi introduzida em muitos paises tropicais
da Africa e da América Latina. No Brasil, € encontrada em diversos estados das
regides Sudeste, Nordeste e Norte. A arvore é bem adaptada as condicdes
climéaticas brasileiras, pois cresce muito bem em diferentes tipos de solo. E
popularmente conhecida como jambolédo, jameldo, cereja, jambol, jaldo, oliveira,
ameixa de java e ameixa roxa (AGOSTINI-COSTA; SILVA, 2016; AYYANAR;
SUBASH-BABU, 2012; BRITO et al., 2007; SA, 2008).

A arvore da espécie é de grande porte, com até 10 metros de altura,
com folhas simples e frutos. Os frutos sdo pequenos, de 2 a 3 centimetros de
tamanho, com uma forma oval, que se torna roxa escura quando completamente
madura. Sua pele € fina, lustrosa, aderente com polpa também roxa, carnosa e
envolve um caro¢co Unico e grande (Figura 1). O sabor, apesar de um pouco
adstringente, € agradavel ao paladar e a cor apresenta grande impacto visual
(BALIGA et al., 2011; LAGO; GOMES; SILVA, 2006).
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Figura 1 — Arvore, flor, fruto maduro e aparéncia interna do Jambol&o (S. cumini).

Fonte: IPE (2016); Bezerra (2015)

Grande parte dos frutos do jambolado é desperdigcada na época da
safra, que ocorre de dezembro a fevereiro, em virtude da alta producdo das arvores
em um curto periodo de tempo, além da vida atil in natura muito curta e da falta de
conhecimento da viabilidade tecnoldgica para a sua industrializacdo (BARCIA et al.,
2012). Apesar dessa abundancia, esses frutos, ndo sao tradicionalmente
consumidos. Na india, o jambol&o além de ser consumido in natura, é processado na
forma de compotas, licores, vinhos, vinagre, geléias, tortas e doces, como forma de
agregar valor & fruta, enquanto no Brasil, o jamboldo é cultivado como planta
ornamental (BENHERLAL; ARUMUGHAN, 2007; VIZZOTTO; FETTER, 2016).

Ha relatos do uso do fruto de jamboldo na medicina popular, pois
apresenta atividades farmacol6gicas como antioxidante, analgésica, anti-
inflamatoria, antimicrobiana e hipoglicemiante (MARGARET; SHAILAJA; RAO,
2015). De maneira geral, essas propriedades estdo relacionadas a presenca de
compostos bioativos na planta, principalmente compostos fendlicos sendo estes

acidos fendlicos como o acido galico, flavonoides como a quercetina e a rutina, e
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antocianinas, como a delfinidina-3-glicosideo, petunidina-3-glicosideo e malvidina-3-
glicosideo (REYNERTSON et al., 2008; VEIGAS et al., 2007).

2.2 COMPOSICAO QUIMICA DO FRUTO JAMBOLAO (S. cumini)

2.2.1 Compostos Fendlicos

Compostos fendlicos sdo uma vasta classe de substancias
organicas, podendo ser classificados como acidos fendlicos, flavonoides e taninos.
Estas substancias sédo sintetizadas pelo metabolismo secundéario dos vegetais,
através de duas rotas metabdlicas basicas, a rota do &cido chiquimico e a rota do
acido malbnico. Quimicamente, os compostos fendlicos apresentam em sua
estrutura um anel aromatico, com um ou mais substituintes hidroxila (CROZIER,
2003).

Em todas as partes dos vegetais € possivel encontrar os compostos
fendlicos, porém estes se apresentam distribuidos em quantidades diferentes em
cada uma delas, variando em diferentes populacdes de uma mesma espécie. Essa
variacao e o tipo encontrado estdo associados ao desenvolvimento da planta, a sua
maturacdo, a composicdo do solo, ao manejo e as condicdes ambientais (TAIZ;
ZEIGER, 2009). Os compostos fendlicos possuem funcdes diversas nas plantas,
exercendo importante papel no seu crescimento e na sua reproducédo. A formacao
dessas substancias ocorre como resposta as reacdes de estresse da planta contra
radiacdo, danos mecanicos, combate a herbivoros e patégenos (BALASUNDRAM;
SUNDRAM; SAMMAN, 2006; FERGUSON; HARRIS, 1999).

Diversos estudos afirmam que a presenca de compostos fendlicos
conferem as frutas propriedades que trazem beneficios ao organismo humano, pois
possuem ac¢bes antimicrobiana, anti-inflamatoria e antioxidante, as quais estao
relacionadas, principalmente, ao combate a geracdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs), oque contribui de forma significativa para a reducédo do estresse
oxidativo, que podem favorecer o desenvolvimente de doencas cardiovasculares,
neurodegenerativas e cancer (CONTRERAS-CALDERON et al., 2011; INFANTE,
2013; SANTOS et al., 2011).
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2.2.1.1 Acidos fendlicos

Os acidos fendlicos apresentam um anel benzénico, no qual estao
ligados um grupamento carboxilico e um ou mais grupamentos de hidroxila
(ANGELO; JORGE, 2007). Séao divididos em dois grupos principais: acidos
benzoicos e acidos cinamicos.

Os acidos benzdicos abrangem &cido galico (Figura 2a),
protocatequina, protocatecuico, p-hidroxibenzoico, vanilico e &acido siringicos;
possuem estrutura comum Cg-C;. A diferenca dentre os acidos benzoicos sdo suas
substituicbes em seus anéis e podem ser encontrados na forma livre,
monoglicosilada ou na forma de ésteres (OLDONI, 2010; OLIVEIRA, 2010; SILVA,
2013).

Ja os acidos cinamicos sdo compostos aromaticos e uma cadeia
lateral na forma Cs-C3 (Figura 2b). Além de se apresentarem na sua forma livre,
podem estar ligados entre si. Os acidos cinamicos sdo a segunda classe mais
abundante dos &cidos fendlicos, dentre 0s quais se pode citar o acido caféico,
ferdlico e p-cumérico (BRAVO, 1998; ROCKENBACH, 2008; SILVA, 2013).

Figura 2 - Estruturas quimicas dos acidos fendlicos: a) acido benzoico e b) &cido
cinamico

a) b)
Rs COOH Rs X _COOH
R/ R, Ry R,
Rs Rs
Acidos Benzéicos R, R, R, Rs Acidos Cinamicos
Acido p-hidroxibenzoico H H OH H Acido p-cumérico
Acido protocatequinico H OH OH H Acido caféico
Acido vanilico H OCH; OH H Acido ferulico
Acido gélico H OH OH OH Acido sinapico
Acido siringico H OCH; OH OCH;
Acido salicilico OH H H H
Acido gentisico OH H H OH

Fonte: Balasundram et al. (2006); Silva (2013)
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2.2.1.2 Taninos

Os taninos sdo uma classe formada por polifendis simples e
complexos, de alto peso molecular entre 500 e 3000 Dalton e altamente
hidroxilados, sendo encontrados em alta concentracdo em frutos imaturos e folhas
(BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006). Tais compostos atribuem aos
frutos a caracteristica de adstringéncia (BERGAMASCHI, 2010).

Propbe-se provaveis mecanismos de acdo dos taninos no
organismo, dentre elas esta a complexacédo com ions metalicos como ferro e cobre e
a habilidade de complexar com macromoléculas, tais como proteinas e
polissacarideos (NIEMETZ; GROSS, 2005; SIMOES et al., 2010). Os taninos s&o
divididos em dois grupos baseados em seu tipo estrutural: taninos condensados e
taninos hidrolisaveis (BERGAMASCHI, 2010).

Os taninos condensados ou proantocianidinas (Figura 3) constituem
a classe mais importante de taninos. Estdo associados aos seus precursores flavan-
3-ols (catequina e epicatequina) ou flavan 3,4-diols (leucoantocianinas) que sé&o
produtos do metabolismo do fenilpropanol (ANGELO; JORGE, 2007), que quando
polimerizados levam a formacdo dos taninos condensados. (BATTESTIN;
MATSUDA; MACEDO, 2004).

Figura 3 - Estrutura de uma proantocianidina epicatequina: 4,8-catequina

OH
OH

HO oL

N
N

" OH

OH

OH
OH

Fonte: Simdes et al. (2010)
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Os taninos hidrolisaveis consistem em ésteres derivados de acidos
galicos (galotaninos) e acidos elagicos (elagitaninos) glicosilados, formado a partir
da via do chiguimato, onde os grupos hidroxila do acUcar sao esterificados com os
acidos fendlicos (Figura 4) (BRAVO, 1998; BATTESTIN; MATSUDA; MACEDO,
2004).

Figura 4 - Estrutura do tanino hidrolisaveis 1,2,3,4,6-pentagaloil-glicose

OH

OH OH

o = OH
HO

HO OH
OH

Fonte: Bravo (1998)

2.2.1.3 Flavonoides

Os compostos pertencentes ao grupo dos flavonoides caracterizam-
se por possuir 15 atomos de carbono organizados em dois anéis aromaticos, A e B,
ligados por um anel pirano Cg-C3-Cs (Figura 5) (CROZIER, 2003). De acordo com a
variacao de substituicdo do anel C, temos diferentes classes de flavonoides, sendo
elas antocianidinas, flavonéis, flavonas e flavanonas (Figura 6) (ROCKENBACH,
2008; OLIVEIRA, 2010; BOVOLENTA, 2015).
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Figura 5- Estrutura basica dos flavonoides

Fonte: Bravo (1998)

Figura 6 - Estruturas das principais classes de flavonoides
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Fonte: Bravo (1998)

Os flavanoides sao responsaveis pela coloracdo das flores e frutos;
além de apresentar diversos efeitos biolégicos, estando associados a reducdo de
incidéncia de doencas cardiovasculares e longevidade (PEREIRA, 2011). Uma
importante caracteristica dos flavonoides é a capacidade sofrerem polimerizacao
com agucares, ndo flavonoides e até mesmo com outros flavonoides (CABRITA,
RICARDO-DA-SILVA e LAUREANO, 2004).

2.2.1.4 Antocianinas

As antocianinas sao metabolitos secundarios que pertencem a

classe de compostos flavonoides, encontrados normalmente glicosilados. As
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unidades glicosidicas mais comuns sédo a glicose, xilose, arabionose, ramnose e
galactose; que normalmente estdo ligadas na antocianidina na posi¢cao 3 do anel C,
também pode haver mais de um glicosideo, que pode estar ligado na posi¢do 5 no
anel A (PASCUAL-TERESA; SANCHEZ-BALLESTA, 2007).

Em alimentos, as antocianidinas mais comuns sao cianidina,
peonidina, delfinidina, pelargonidina, malvidina e petunidina (Figura 7)
(MERCADANTE; BOBBIO, 2008). Elas diferem entre si devido ao nimero de grupos
hidroxilas e/ou metoxilas presentes, aos tipos, numeros e sitios de ligagdo dos
acucares na molécula e também com relacdo ao tipo e numero de acidos alifaticos
ou aromaticos que estdo ligados aos aclUcares da molécula (DAMODARAN,;
PARKIN; R.FENNEMA, 2010; SCHWARTZ et al., 2010; SOUZA, 2013).

Figura 7 - Estrutura antocianina cianidina 3-glicosideo

OH
— OH
Fonte: Marco; Poppi; Scarminio (2008)
Tabela 1 - Estrutura das antocianinas mais comuns.
R4 R, Antocianina
H H Pelargonidina
OH H Cianidina
OH OH Delfinidina
OCH3 H Peonidina
OCH3; OH Petunidina
OCH3 OCHj; Malvidina

Fonte: Machado (2009)

As antocianinas constituem o0 maior grupo de pigmentos
hidrossoluveis do reino vegetal, sendo estes responsaveis pelas cores vermelha,
azul e roxa de frutos e vegetais (BRITO et al., 2007). Nas plantas, servem como

atrativos para passarios e insetos (DAMETTO, 2010). Veigas et al. (2007) relataram
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a presenca de elevados teores de antocianinas no fruto jamboldo. Estudos
realizados com estes pigmentos demonstram sua capacidade de eliminar radicais
livres e seus efeitos na prevencdo de doencas cardiovasculares, circulatorias e
cancerigenas (PEREIRA e CARDOSO, 2012; SOARES, 2015).

A baixa estabilidade das antocianinas € uma dificuldade encontrada
na sua caracterizacao e utilizacdo (FERREIRA, 2013). Os fatores que influenciam
principalmente na estabilidade dessas moléculas sdo a estrutura quimica (carga
formal de +1 na carbonila do C,), o pH do meio, temperatura, a exposi¢cédo a luz e a
presenca de oxigénio. (CAVALCANTI; SANTOS; MEIRELES, 2011; SCHWARTZ et
al, 2010; SHIPP; ABDEL-AAL, 2010;).

2.3 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

O oxigénio é essencial na cadeia respiratoria, no entanto, em
determinados momentos pode ocasionar efeitos prejudiciais a saude, pois € o
principal produtor de radicais livres. Radicais livres referem-se a espécies altamente
reativas que contém numero impar de elétrons em sua ultima camada eletrdnica,
gue devido aos elétrons desemparelhados é responsavel aumenta a reatividade
quimica, pois tendem a emparelhar este elétron com outro presente na molécula
proxima, comportando-se como agentes oxidantes (HALLIWELL, 1992).

Durante esse processo sdo formados intermediarios reativos
denominados radicais livres. Os radicais livres sdo denominados espécies reativas
de oxigénio EROs ou espécies reativas de nitrogénio ERNs. As principais EROs
distribuem-se em dois grupos, sendo os radicalares anion superéxido (O2"), radical
hidroxil (OH"), o radical peroxil (RO;") e algumas espécies nado radicalares, como
peroxido de hidrogénio (H.O,) e o oxigénio singlete (*0,), que mesmo n&o
apresentando elétron livre, reagem facilmente formando radicais livres (GULCIN et
al., 2009). Dentre as ERNSs incluem-se o 6xido nitrico (‘NO), 6xido nitroso (N2O3),
acido nitroso (HNO,), nitritos (NOgz), nitratos (NOsz) e peroxinitritos (ONOQO)
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999; BARREIROS, 2006). Em baixas
concentracbes, as EROs sdo importantes nos processos biolégicos uma vez que

traz beneficios a células, produzindo energia, regulacdo do crescimento celular,
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fagocitose e sintese de substancias importantes, como hormdénios e enzimas
(MARTINDALE; HOLBROOK, 2002).

Contudo, se a formacao de radicais livres for superior a acdo do
sistema antioxidante protetor ocorrerd um desequilibrio, caracterizando o estresse
oxidativo. Desta maneira, 0 somatorio das reacdes oxidativa de forma desequilibrada
causam diversos danos celulares, alterando proteinas, lipidios e DNA
(MADAMANCHI, 2004), reduzindo a capacidade funcional e aumento de riscos de
doencas, por exemplo, o0 cancer, envelhecimento precoce, doencas
cardiovasculares, degenerativas e neuroldgicas (ALVES et al., 2010).

Os mecanismos de geracdo de radicais livres ocorrem nas
mitocondrias, membranas celulares e no citoplasma. Tais mecanismos podem ser
favorecidos pelos ions ferro e cobre. Na mitocondria, o O, sofre reducgéo
tetravalente, com aceitacdo de quatro elétrons, resultando na formacdo de agua. Em
virtude dessa reducéo, sdo gerados os radicais superéxido (O2"), hidroxila (OH) e
ainda, peroxido de hidrogénio (H.O,) (BARBOSA et al, 2010; FERREIRA e
MATSUBARA, 1997).

Os ions ferro sdo muito ativos em reacdes de oxido-reducado, o que
0S capacitam como potentes catalisadores das reacdes de geracdo de radicais
livres. A participacdo desse metal se da, por meio das reacdes de Fenton e Haber-
Weiss. A primeira diz respeito a geracéo do radical OH", através da reacdo do H,O,
com 0s ions em questdo, ao passo que, na segunda, estes ions catalisam a reacao
entre o H,O, e o radical O;", a fim de gerar, da mesma forma, o radical OH" (Reacé&o
1-5) (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2005; BARBOSA et al., 2010).

Reagdes 1-5 - Formagao mitocondrial de radicais livres via cadeia transportadora de
elétrons.

O, +4e +4H" —= 2H,0 + energia (1)
O,+e —= 0O, (2)
202 T+ 2H+ — H202 (3)

Fe*’+H,0, ——= OH+OH +Fe* (¥
H,0,+0,” —*= oH+OH +0,

Fonte: Barbosa et al., (2010) com modificagdes.
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O excesso desses radicais € combatido por substancias
antioxidantes produzidas pelo organismo ou ingerido na dieta. Os antioxidantes séo
substancias que, quando presentes em baixas concentragfes, tem capacidade de
inibir ou retardar a oxidagdo biomoléculas através da inibicdo ou propagacdo da
reacdo oxidativa (HALLIWELL, 2000; VELIOGLU et al.,, 1998). Essas defesas
antioxidantes produzidas pelo corpo podem agir enzimaticamente, a exemplo das
enzimas superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT), ou ndo enzimaticamente,
como por exemplo: a glutationa reduzida (GSH), o ascorbato (ASC), os peptideos de
histidina e as proteinas ligadas ao ferro (transferrina e ferritina). JA os antioxidantes
provenientes da dieta, 0os quais o organismo utiliza de forma intermediaria sao: o a-
tocoferol (vitamina-E), o B-caroteno (provitamina-A), o &cido ascorbico (vitamina C),
e 0s compostos fendlicos, dentre os quais se destacam os flavonoides (quercentina)
e taninos (4cido elagico) (HUSAIN e CILLARD, 1987; HALLIWELL et al., 1992;
HALLIWELL et al., 1995; PIETA, 2000).

Os antioxidantes podem atuar de diferentes maneiras, como doares
elétrons ou hidrogénio aos radicais livres, através de complexac¢do de metais, como
eliminadores de oxigénio, promovendo a decomposicdo de hidroperéxidos, por meio
da absorcdo da radiacdo ultravioleta ou da desativacdo de oxigénio singleto
(ANGELO; JORGE, 2007; CAMPBELL; FARRELL, 2000).

Produtos naturais com atividades antioxidantes sdo importantes para
diminuir o dano oxidativo, portanto e assim 0 seu uso se torna uma abordagem
promissora no combate de doencas e o conhecimento quimico desses produtos é
fundamental para compreensdo da sua acdo complementando as defesas do
organismo frente as espécies reativas. O interesse pelos efeitos antioxidantes dos
produtos naturais vem crescendo, assim, os compostos fendlicos, dentre eles os
flavonoides e os acidos fendlicos sdo os que mais se destacam, sendo estes
considerados os antioxidantes mais comuns de fontes naturais (BARREIROS, 2006;
BROINIZI et al., 2007).

Muitos fatores influenciam a atividade antioxidante dos compostos
de natureza fendlica, um deles é a polaridade do solvente utilizado na extragédo, que
esta relacionada a solubilidade da substancia e consequentemente, no tipo, no teor
e na capacidade antioxidante dos compostos. Outro fator importante sao as

caracteristicas estruturais dos compostos fendlicos, como a posicdo dos
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substituintes, o nimero de grupos hidroxila (OH), as propriedades dos outros grupos
substituintes e a possibilidade de formacdo de ligagbes de hidrogénio
(BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006; ROCKENBACH, 2008).

A quercetina apresenta na molécula requisitos estruturais
importantes para a atividade antioxidante. Apresentando-se como um flavonoide de
alta atividade antioxidante encontramos: (1) dihidroxila no anel B que confere alta
estabilidade ao radical e participa do deslocamento eletrénico; (2) dupla ligagdo C2-
C3, conjugada ao grupo 4-oxo (C4) no anel C responséavel pelo deslocamento
eletrbnico no anel B, oque permite que os radicais fenoxilos formados sejam
estabilizados pelo efeito de ressonéncia do nucleo aromatico; (3) presenca de
grupos OH no C-3 e C-5, e a funcéo carbonila no C-4 séo requisitos para o0 maximo
potencial antioxidante (Figura 8) (ALVES, 2009; SCOTTI et al. 2007).

Figura 8 - Estrutura molecular da quercetina

Fonte: Alves (2009)

Diversos estudos demonstraram a capacidade antioxidante do fruto
jambolao. Kuskoski et al. (2006) avaliaram polpas congeladas de diversos frutos,
dentre eles, o jamboldo. Os resultados apontaram uma correlagdo positiva entre 0s
valores de atividade antioxidante e concentracdo de polifenéis e antocianinas. Rufino
et al. (2010) quantificou consideraveis teores de compostos fendlicos, flavonoides e
antocianinas dos extratos de frutas frescas e secas de jamboléo, indicando-os como
uma boa fonte antioxidante. Mubassara et al. (2015) estudaram diferentes partes do
fruto jamboldo, tais como, a polpa, sementes, cascas e folhas, concluiram que o
extrato da polpa apresentou a mais alta atividade antioxidante refletida pelo seu

conteudo total de compostos fendlicos.
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2.4 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A indastria  farmacéutica tem buscado desenvolver novos
antimicrobianos, pois, a resisténcia antimicrobiana a farmacos aumentou. Os
problemas relacionados a resisténcia aos antibiéticos, € um obstaculo para o
tratamento com antimicrobianos convencionais (HOLETZ et al., 2002). Assim, torna-
se necessario desenvolver novos antimicrobianos naturais, controlar o uso de
antibiéticos e ampliar pesquisas sobre o mecanismo genético de resisténcia
(PEREIRA et al., 2009).

Os produtos naturais representam uma alternativa econémica, de
facil obtencdo e aplicabilidade para diversas doencas, e por isso se tornam fontes
promissoras de novas substancias (AKHAVAN; JAHANGIRI; SHAFAGHAT, 2015;
SHAN et al., 2007). De acordo com Cragg e Newman (2013) aproximadamente
metade dos medicamentos antimicrobianos aprovados entre 1981 e 2010 séo
derivados de compostos naturais, mostrando a influéncia marcante destes produtos.

Os agentes antimicrobianos derivados de plantas sdo metabdlitos
secundarios, sendo as principais classes com acdo antimicrobiana: os compostos
fendlicos, que incluem os flavonoides, e os taninos (MEDINA et al., 2011,
UPADHYAY et al., 2014). O mecanismo de acdo antimicrobiana pode ser explicado
por trés hipbteses: a primeira pressupde que os compostos fendlicos inibem enzimas
bacterianas ao se complexar a seus substratos (SCALBERT, 1991); a segunda inclui
a interacdo com proteinas de membrana celular dos microrganismos, por meio de
ligacdo de hidrogénio, modificando sua estrutura e funcionalidade (BEZERRA,
2015), e a terceira fundamenta-se na complexacdo com ions metalicos, diminuindo
a disponibilidade de ions essenciais para o metabolismo microbiano (LOPEZ, 2010).

Estudos mostram a atividade antimicrobiana dos frutos de jambol&o.
Chandrasekaran e Venkatesalu (2004) relatam a atividade antimicrobiana do extrato
etandlico da casca de jamboldo frente as bactérias Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli. Migliato et al. (2010) verificaram que
extratos etandlicos preparados a partir do fruto jamboldo apresentam atividade
antimicrobiana contra S. aureus, K. pneumoniae, E. coli, Candida albicans e
Staphylococcus epidermidis. Singh et al. (2016) relataram que o extrato etandlico do

fruto jamboldo afetou o crescimento de S. aureus, K. pneumoniae, E. coli e C.



31

albicans.

2.4.1 Biofilme

Os microrganismos existem como células individuais ou agregadas
umas as outras, sendo esse comportamento de agregacao € chamado de biofilme.
Os biofiimes s&o conceituados como uma complexa comunidade microbiana,
estabelecida em uma superficie sélida, envolvida por uma matriz polimérica
constituida por polissacarideos, protéinas, DNA extracelular, lipideos e &agua
(VASCONCELOS, 2013). Segundo Flemming e Wingender (2010), a matriz
extracelular desempenha importantes fun¢gdes no biofilme microbiano, pois atua
como barreira protetora contra antimicrobianos, permiti a difusdo de nutrientes, além
de manter a atividade de enzimas que degradam nutrientes ou compostos toxicos
gue afetam a integridade celular.

De acordo com o 6rgdo norte-americano “National Institutes of
Health”, os biofiimes estdo associados a aproximadamente 80% de todas as
infeccbes médicas no mundo, incluindo conjuntivites, vaginites e otites além de
serem importantes colonizadores de implantes médicos, tais como cateteres
Venosos, arteriais e urinarios, dispositivos intrauterinos, lentes de contato e préteses
(DONLAN e COSTERTON et al., 2002; FALAGAS et al., 2009; HOIBY et al., 2011).

O processo de formacédo de biofime ocorre em cinco estagios (Figura
9), que compreendem: 1- as bactérias livres, dispersas no meio, come¢am a se
aproximar de superficies soélidas e realizam a adesao celular inicial; 2- aderéncia a
partir da producdo de polimeros extracelulares que interagem com a superficie,
permitindo crescimento bacteriano na superficie de contato, resultando na formacao
de uma monocamada celular; 3- desenvolvimento da arquitetura do biofilme; 4-
nesta etapa as bactérias comecam a formar agrupamentos, tornando o biofilme
maduro. Neste estagio, a comunidade estruturada de microrganismos inclusos na
matriz polimérica permite a entrada de proteinas, nutrientes e oxigénio no sistema;
5- no ultimo estagio, ocorre a dispersado das bactérias do biofilme para o ambiente ao
seu redor e o ciclo se reinicia (CULLER, 2010; LEITE, 2013).
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Figura 9 - Etapas de desenvolvimento do biofilme, 1) Adeséo inicial 2) Crescimento
3) Estruturacdo 4) Biofilme maduro 5) Dispersao
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Fonte: Stoodley et al. (2002)

As células que se encontram aderidas a superficie, formando o
biofiilme, sdo designadas de sésseis, enquanto as livres e dispersas sao
denominadas planctbnicas. A transicdo dos microorganismos da sua forma
planctdnica para forma séssil durante a formacdo do biofilme ocorre em resposta a
diversos fatores, como as caracteristicas fisico-quimicas da superficie e do
microrganismos, a expressao de protéinas (adesinas), a sinalizacdo celular e a
producdo de polissacarideos pelos microrganismos (LENZ et al.,, 2008; MONDS,
O'TOOLE, 2009; PARSEK, SINGH, 2003; SIMOES et al., 2010).

Os mecanismos envolvidos na inibicdo ou erradiagdo de biofilmes
por compostos que ndo atuam sobre o crescimento microbiano propriamente dito,
podem estar envolvidos nos mecanismos de degradacdo dos componentes da
matriz polimérica, alteracdo da interacdo das células com a superficie, inibindo a
comunicacdo bacteriana e afetando a sintese de pili e adesinas (RENDUELES &
GHIGO, 2012).

As bactérias se comunicam através de um mecanismo chamado
quorum sensing (QS). Esse mecanismo € um sistema de comunicagdo célula-célula
que permite as bactérias coordenarem suas atividades e se agruparem em
comunidades (TORTORA; FUNKE; CASE, 2017). Os microorganismos, neste
sistema, sintetizam moléculas sinalizadoras, conhecidas como autoindutores, que
sao excretadas no ambiente e detectadas por moléculas receptoras provenientes de
outras células microbianas, desencadeando a agregacdo celular importante para
processo de formacédo do biofiime (RUMJANEK et al.,, 2004; PAIVA, 2011). No

estudo realizado por Cushnie e Lamb (2011), os compostos fendlicos apresentaram
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capacidade de inibir moléculas sinalizadoras bloqueando a interacdo com seus

receptores, resultando na reducéo da adeséo bactéria e na formacéo de biofilmes.
2.5 FUNDAMENTACAO TEORICA DOS METODOS
2.5.1 Capacidade de Reducéo do Folin-Ciocalteau

Neste método, € avaliada a capacidade da amostra em promover a
reducdo do reagente Folin-Ciocalteau, que consiste na mistura dos acidos
fosfomolibidico (Hz3PMo01,040) e fosfotlingstico (HsPW1,04), onde se encontram no
estado de oxidagcao VI e, na presenca de agente redutores, como 0S compostos
fendlicos, recebem um életron formando complexos azuis (6xidos de tungsténio
(W35O23) e de molibdénio (MogO3)), em decorréncia da mudanca do seu estado de
oxidacdo para V (Figura 10) (HUANG; OU; PRIOR, 2005).

De acordo com Oliveira et al. (2009) para reducdo do molibdénio
pelos compostos fendlicos é necessario que estes estejam na sua forma
desprotonada, ou seja, como anions fenolatos, o que é favorecido sob condi¢des

alcalinas.

Figura 10 - Reacéo do acido géalico com molibdénio
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Fonte: Oliveira et al. (2009)
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Esse ensaio envolve uma reacdo de oxido-reducdo e os Oxidos
formados séo detectados na regido visivel a 725 nm. Entdo através de uma curva de
calibracdo de &cido galico € possivel correlacionar a intensidade da cor a
concentracdo de fendis presentes na amostra, sendo o resultado expresso em
equivalente de acido galico (EAG) (SINGLETON e ROSSI, 1965).

2.5.2 Determinacdo da Atividade Doadora de Atomos de Hidrogénio ao Radical
DPPH’

O método DPPH é um dos mais utilizados na determinacdo da
capacidade antioxidante de compostos, por ser rapido, pratico, facilmente
reproduzido e recomendado para andlise de extrato de frutos (ESPIN et al., 2000;
MOON; SHIBAMOTO, 2009).

O DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) € uma substancia organica que
contém em sua estrutura um atomo de nitrogénio com um életron desemparelhado,
no entanto, trata-se de um radical estavel devido a deslocalizacdo do elétron
desemparelhado sobre toda a estrutura da espécie radicalar. O roxo intenso € sua
cor caracteristica de absorcdo em 517 nm, sendo alterada para o amarelo na

presenca de agentes redutores (Figura 11) (GULCIN, 2012).

Figura 11 - Reacgéao do radical DPPH com antioxidante.
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Fonte: Scotti et al. (2007)
Ao fixar o He, fornecido pelo antioxidante em estudo, observa-se

uma diminuicdo da absorbéancia, o que permite calcular, a concentracdo necessaria
do antioxidante para reduzir em 50% o radical DPPH+ (ICsp) (SILVA; BORGES;
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FERREIRA, 1999), sendo que quanto menor o ICsy, maior a atividade antioxidante.
Contudo, devido a complexidade das substancias quimicas presentes € necessario
fazer a avaliacdo da capacidade antioxidante da planta pelo menos por dois
métodos (CHOI et al., 2002).

2.5.3 Determinacao da Atividade Doadora de Elétrons ao Radical ABTS

O método ABTS ((2,2-azino-bis-(3-etil-benzotiazolina-6-acido
sulfénico)), baseia-se na geracdo do radical livie ABTSe", por meio de reacio
guimica com perssulfato de potassio produzindo a oxidacdo do ABTS, apresentando
cor azul esverdeada com absor¢cdo maxima no comprimento de onda de 730 nm (RE
et al., 1999).

A atividade antioxidante dos produtos naturais € determinada pelo
descoloramento do ABTS, pois a adicdo de um antioxidante faz com que ocorra a
reducdo do ABTS+" a ABTS, promovendo a perda da coloragdo do meio reacional
(Figura 12) (TIVERON, 2010; AUGUSTO, 2013). Os resultados sdo expressos em

porcentagem de reduc&o do radical ABTS+".

Figura 12 - Reducéo do radical ABTS+" por um antioxidante e sua formacdo pelo
perssulfato de potassio.
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Fonte: Huang; Ou; Prior (2005)

Uma das vantagens do método ABTS é sua relativa simplicidade,
sendo um dos testes mais rapidos para avaliar atividade antioxidante, apresentando
resultados reprodutiveis e uma boa solubilidade tanto em agua quanto em solventes

organicos, permitindo analises em amostras de natureza lipofilica e hidrofilica,
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compostos puros e extratos vegetais (KUSKOSKI et al., 2005).
2.5.4 Determinacdo do Poder Antioxidante Redutor do Ferro (FRAP)

O ensaio do FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) € baseado
na capacidade de um antioxidante reduzir o Fe** em Fe®". A reacdo ocorre pela
formacao de um complexo TPTZ (2,4,6-Tris(2-piridil)-s-triazina) com o Fe*, de cor
amarelada. Na presenca de um antioxidante, o ferro presente é reduzido, dando
origem ao [Fe(IN(TPTZ),]** (Figura 13) (FRANKEL; MEYER, 2000,
ROGINSKY;LISSI, 2005). O trolox € utilizado para a curva padrdo e a reacao
acontece em pH de 3,6 apresentando absorbancia maxima em 593 nm. Os valores
de pH tem efeito importante na redugcdo da capacidade de antioxidantes. Em
condicBes acidas, a reducéo da capacidade pode ser suprimida devido a protonacao
com compostos antioxidantes, enquanto que em meio basico, ocorre a dissociacao
de prétons de compostos fendlicos que pode aumentar a capacidade de reduzir uma
amostra. (HUANG; OU; PRIOR; 2005).

Figura 13 - Formacdo do complexo [Fe(l)(TPTZ),]** a partir do complexo
[Fe(III)(TPTZ)2]3+ por um antioxidante.
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Fonte: Huang; Ou; Prior (2005)

As limitacbes do método consiste no fato de que a capacidade de
reducdo obtida ndo reflete necessariamente na atividade antioxidante da amostra
(FRANKEL; MEYER, 2000, ROGINSKY:;LISSI, 2005), pois nem todo redutor que é
habil para reduzir Fe* a Fe®" é antioxidante; nem todo antioxidante tem a habilidade

especifica para reduzir Fe** a Fe?*. Portanto, o método pode néo ser capaz de medir
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todos os antioxidantes presentes em uma matriz complexa. No entanto, muitos
estudos sobre plantas e alimentos utilizam esse método em conjunto com outros
ensaios (APAK et al., 2004). O resultado final € fornecido em pmol/L equivalente de
trolox / pg/mL de amostra.

2.5.5 Determinacéo da Atividade Queladora do Fe?*

O método para determinacdo da atividade queladora de ion ferro
pelo antioxidante, utiliza um forte quelante do ion ferro denominado batofenantrolina
(BPS), que forma um complexo (Fex(BPS)3) de coloracédo vermelha, cuja intensidade
€ proporcional & quantidade de ion complexado existente no meio, o qual pode
sofrer alteragdo na sua formacédo por causa da afinidade do antioxidante pelo ferro.
Portanto, na presenca de uma substancia antioxidante ocorre a quelacdo com ion
ferro e o complexo com a batofenantrolina nédo é formado (Figura 14) (FORTE, 2012;
MARTINEZ et al., 2012).

Figura 14 - Quelacao do ion ferro com a quercetina.

Fonte: Souza; Sussuchi; Giovani (2003)

A quelagdo do ion ferro € determinada pela mudanca colorimétrica
medida em 530 nm e os resultados da atividade antioxidante sdo expressos como

concentracgdo inibitéria em 50% (ICsp).

2.5.6 Espectrometria de Massas

A espectrometria de massa (MS) é uma das mais importantes

ferramentas analiticas disponiveis na atualidade, com ampla aplicagdo em varias
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areas da ciéncia, como na fisica, quimica, ciéncias biologicas e medicina. E uma
técnica utilizada para identificar, quantificar, obter informacédo do peso molecular e
caracteristicas estruturais de compostos conhecidos e desconhecidos, de isolados
ou provenientes de misturas complexas, que podem ser detectados com
guantidades minimas de amostra (PAVIA et al., 2010; CROTTI et al., 2006).

O espectrometro de massas é constituido de unidade de entrada da
amostra, uma fonte de ions, um analisador de massas e um detector de ions (Figura
15). A unidade de entrada tem o papel de levar a amostra até a fonte de ions. Como
um dos componentes fundamentais de um espectrometro de massa, a fonte de ions
tem como objetivo ionizar moléculas neutras ou transferir ions de solucédo para fase
gasosa. No final, os ions formados séo direcionados através de diferencas de
potencial até o analisador de massas. Em seguida, o analisador de massa separa 0s
ions da amostra baseado em sua razdo massa/carga (m/z). Os ions sao entdo
contados pelo detector que transforma a corrente de ions em sinais elétricos e o

sinal é registrado e processado pelo sistema de dados (PAVIA et al., 2010;
HOFFMAN e STROOBANT, 2007).

Figura 15- Componentes principais do espectrémetro de massas
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Na espectrometria de massas o que define o tipo de equipamento &
a forma como a molécula pode ser ionizada e o analisador. Uma variedade de
técnicas de ionizacao € utilizada, ionizacdo por impacto de elétrons (El), eletrospray

(ESI), ionizacao e dessorcao a laser assistida por matriz (MALDI), ionizagcao quimica
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a pressao atmosférica (APCI) e dentre outras (WATSON e SPARKMAN, 2008). Na
técnica ESI, a ionizacdo se inicia em uma solucdo do composto organico a ser
analisado com adicdo de modificadores organicos acidos ou bésicos (acido formico
ou acetato de amodnio) que promovem reacdes &cido-base. Assim, a solucdo
contendo as moléculas da amostra é borrifada na ponta de um tubo capilar fino para
dentro da camara aquecida. O tubo capilar por onde a amostra passa tem um alto
potencial em sua superficie, promovendo reacdes de oxidacdo e redugdo, com o
objetivo de separar as cargas dos organicos formados (cétions e anions) e assim as
pequenas goticulas carregadas sdo expulsas para dentro da camara de ionizagao.
As goticulas carregadas enfrentam um contra fluxo de um gas de secagem que
evapora os solventes das goticulas (PAVIA et al., 2010; GROSS, 2004; HOFFMAN e
STROOBANT, 2007).

ApOs a amostra ser ionizada, o feixe de ions é acelerado por um
campo elétrico e, entdo, entra no analisador de massa, que € a regidao do
espetrdmetro de massa onde os ions sdo separados de acordo com suas razfes
massa/carga (m/z). H& diferentes tipos de analisadores de massa, tais como de
setor magnético, o de foco duplo, o de tempo de voo e o quadrupolar. Dentre eles, 0
quadrupolar € normalmente é encontrado nos laboratérios de pesquisa (Figura 23).
Os analisadores quadrupolares sdao compostos de quatro barras soélidas paralelas
dispostas na direcdo do feixe de ions, onde se aplicam potenciais elétricos que
permitem a passagem seletiva de ions entre as barras (PAVIA et al., 2010). O
principio do analisador quadrupolar é medir a razdo m/z por meio da estabilidade e
instabilidade dos ions que passam por um campo elétrico tridimensional. Os ions
sdo atraidos e repelidos durante a trajetéria do campo elétrico ao mesmo tempo em
gue sao focalizados no espaco entre as barras paralelas, uma vez que os polos das
barras se alternarem durante o caminho do feixe de ions (HOFFMAN e
STROOBANT, 2007).
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Figura 16- Analisador de massa quadrupolo
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Fonte: Adaptacdo de Danum (2017).

A técnica de monitoramento de rea¢des multiplas (MRM) € um modo
de aquisicdo para a andlise das fragmentacdes, no qual os estagios de “filtragem”
dos ions sdo empregados no espectrometro de massas triplo-quadrupolares (QgQ)
(Figura 17) (GROSS, 2004; HOFFMAN e STROOBANT, 2007).

Figura 17- Esquema de funcionamento de mdltiplas rea¢cdes monitoradas em um
espectrometro de massa triplo-quadrupolo
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Fonte: Adaptado de Schmidt (2014)

Durante a aquisicdo do modo MRM, moléculas ionizadas sé&o
introduzidas no primeiro quadrupolo, Q1, onde ocorre a selecdo do ion de interesse.
Posteriormente, os ions séo induzidos para a camara de colisdo com um gas neutro
em uma célula de colisdo pressurizada (Q-). Ao invés de obter o MS/MS de todos o0s

possiveis ions de fragmentacdo, um pequeno numero de ions especificos
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fragmentados € analisado no Qs As vantagens da utilizacdo dessa técnica é a alta
seletividade, especificidade, quantificacédo, rapidez e sensibilidade da anélise sem a
necessidade de isolar compostos (SCHMIDT et al., 2014; GILLETE e CARR, 2013).

2.5.7 Atividade Antimicrobiana Frente a Biofilme

Existem diversas técnicas para o estudo de biofilme in vitro, dentre
elas esta a quantificacdo de biomassa microbiana total (matriz exopolissacaridica
associada a células viaveis e ndo viaveis) e a quantificacdo de células viaveis
(PEETERS; NELIS; COENYE, 2008). A técnica que utiliza o cristal violeta (CV -
cloreto de hexametilpararosanilina) (Figura 25) é um dos primeiros métodos e 0 mais
utilizado para quantificacdo da biomassa total de biofilme, devido a facilidade de sua
execucao e aos baixo custo. O CV € um corante basico que se liga as moléculas
negativamente carregadas presentes na superficie da célula e nos polissacarideos
da matriz (Li et al., 2003, PANTANELLA; VALENTI; NATALIZI, 2013). As limitacdes
desse método estdo relacionadas a baixa reprodutibilidade, isto é, tanto as células
viaveis e nao viaveis, bem como a matriz de biofilme sédo coradas por CV, portanto, é
adequado apenas para quantificar a biomassa total do biofilme, e ndo para avaliar
sua atividade metabdlica, em razado disso, € em geral associado a outras
metodologias (PEETERS; NELIS; COENYE, 2008; PITTS et al., 2003).

Figura 18 - Estrutura do corante cristal violeta
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Fonte: Santos et al. (2005)
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Apos a coloracdo, o CV aderido é diluido utilizando um solvente, por
exemplo, o etanol. A quantidade de corante solubilizado € medido por absorbancia a
570 nm e os resultados séo diretamente proporcionais a biomassa total do biofilme
(PANTANELLA; VALENTI; NATALIZI, 2013).

Dentre os ensaios para a quantificacdo da viabilidade celular nos
estudos de biofilme, a reducdo do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-
difenil-2H-tetrazélio) em formazan foi o primeiro teste desenvolvido, sendo
amplamente utilizado e de alta eficiéncia. Este método envolve a reagdo com NADH
ou moléculas redutoras semelhantes, que transferem elétrons para MTT resultando
no produto formazan (Figura 26), que se acumula como um precipitado insoluvel
dentro das células, na superficie celular e no meio de cultura (BERRIDGE; TAN,
1993; FREIMOSER et al., 1999; RISS et al., 2016).

Figura 19 — Estrutura de MTT reduzido a formazan.
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Fonte: Riss et al. (2016)

A solucdo é quantificada empregando um espectrofotbmetro a 570
nm, sendo que a quantidadede células viaveis (metabolicamente ativas) é

diretamente proporcional & quantidade do produto formazan (RISS et al., 2016).
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3 OBJETIVOS

Investigar os principais compostos quimicos presentes no fruto
Jambolao (Syzygium cumini), avaliar seu potencial antioxidante, antimicrobiano e

citotdxico.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obter extratos a partir do fruto Jambol&o (S. cumini);

e Determinar o extrato com maior potencial antioxidante e quantificacdo de
compostos fenolicos e flavonoides;

e |dentificar os compostos bioativos presentes no extrato por espectrometria de
massas;

e Avaliar a citoxicidade do extrato em eritrécitos humanos;

e Avaliar a atividade antimicrobiana do extrato frente a células sésseis e

plancténicas.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAL VEGETAL

Os frutos jambolao (S. cumini) foram coletados em janeiro de 2016,
no campus da Universidade Estadual de Londrina, localizada no municipio de
Londrina, Parana (23°22'S, 51°10'W). A espécie S. cumini foi depositada no herbario
FUEL do departamento de Biologia Animal e Vegetal da Universidade Estadual de
Londrina sob n° 54.666. ApGs a coleta, os frutos foram selecionados, lavados em
agua corrente e as cascas e polpas foram separadas das sementes. O material foi

congelado e armazenado a -4°C.

4.2 OBTENCAO DOS EXTRATOS BRUTOS

Para obtengédo dos extratos do fruto jamboldo foram utilizadas as
partes polpa e casca, obtidos na propor¢cdo de 1:2 (m/v) empregando como
solventes extratores, as solucfes hidroetandlica: 0, 30, 50, 70 e 100% (v/v). Em
seguida, foi submetida a turbo extracdo por 1 minuto. Posteriormente, realizou-se a
filtracdo e os filtrados foram armazenados em congelador (-4°C). A remocao do
solvente foi feita por meio de um evaporador rotativo a 27°C e 0s cinco extratos
secos obtidos foram acondicionados em congelador (-4°C), protegidos da luz até a
realizacdo de todas as andlises. Todos os extratos foram analisados quanto seu teor
de polifendis e flavonoides totais, como também, sua capacidade antioxidante pelos
métodos DPPH, ABTS, FRAP e quelacéo de ion ferro. Posteriormente, o extrato que
apresentou melhor resposta seguiu para a identificacdo quimica, teste de

citotoxicidade e antimicrobiana.

4.2.1 Determinagéao do Conteudo de Polifenois Totais

O conteudo de polifendis totais foi determinado por método
colorimétrico utilizando o reagente Folin-Ciocalteau e como padrdo o acido galico
(KUMATZAWA et al., 2004; GEORGETTI et al., 2008). Pesou-se 24 mg de cada

extrato seco obtido de S. cumini e foram diluidos em 10 mL, conforme mistura
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etanol:dgua inicial da extracdo. Aliguotas de 0,5 mL das amostras dos extratos foram
misturados com 0,5 mL do reagente Folin-Ciocalteau e 0,5 mL de Na,CO3; (10%). O
branco foi preparado com 0,5 mL do solvente utilizado para diluir os extratos, 0,5 mL
do reagente Folin-Ciocalteau e 0,5 mL de Na,CO3 (10%). Para o controle de cor
utilizou-se 0,5 mL dos extratos diluidos, 0,5 mL do reagente Folin-Ciocalteau e 0,5
mL de agua deionizada. Apos 1 hora de incubacdo em temperatura ambiente, a
absorbancia foi determinada a 760 nm (Perkin ElImer Spectrometer Lambda 25). As
amostras foram analisadas em triplicata e o conteudo total de polifenois foram

expressos em equivalentes de acido galico.

4.2.2 Determinacgdo do Conteudo de Flavonoides Totais

O conteudo de flavonoides totais foi determinado pelo método
descrito por Rolim et al., (2005), utilizando rutina como padrdo. Em tubos de ensaio,
foram adicionados 2 mL dos extratos secos diluidos em solucdo de
metanol:4cido:acético 0,02 M (99:1). Para o branco utilizou-se 2 mL da solugéo
metanol:acido:acético 0,02 M (99:1). Em seguida, a absorbancia foi determinada a
361 nm (Perkin EImer Spectrometer Lambda 25). O ensaio foi realizado em triplicata

e o conteudo de flavonoides totais foi expresso em equivalente de rutina.

4.2.3 Determinacdo da Atividade Doadora de Atomos de Hidrogénio ao Radical
DPPH’

A atividade antioxidante dos extratos foi determinada pela sua
capacidade de doar atomos de hidrogénio ao radical estavel DPPH", segundo Blois
(1958). O extrato foi preparado por meio de diluicdes em solventes etanol e agua,
onde obteve-se concentracdes de 318,52; 159,25; 79,63; 39,81; 19,90; 9,95 e 4,98
pHg/mL no meio reacional. Aliquotas de 200 pL das amostras foram adicionadas ao
meio reacional contendo 1 mL de tampé&o acetato 0,1 M (pH 5,5), 1 mL de etanol e
0,5 mL de solucdo etandlica de DPPH" (250 uM). A mudanca na absorbancia foi
medida a 517 nm em espectrofotobmetro (Perkin Elmer Spectrometer Lambda 25)
apos 10 minutos de incubagéo em temperatura ambiente e ao abrigo de luz.

O branco foi constituido de 1 mL de tampéao acetato 0,1 (pH 5,5) e
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1,7 mL de etanol. O controle positivo foi preparado com 1,2 mL de etanol, 0,5 mL de
solucédo etandlica de DPPH’, 1 mL de tamp&o acetato. Para o controle de cor foi
adicionado 200 pL das amostras dos extratos, 1 mL de tampé&o acetato 0,1 (pH 5,5)
e 1,5 mL de etanol. Todas as medidas foram realizadas em triplicata. A atividade
doadora de atomos de hidrogénio dos extratos foi calculada por meio da seguinte

equacéo I:

% Atividade = [(1- (absorbancia da amostra/ absorbancia do controle)] x 100.

4.2.4 Determinacédo da Atividade Doadora de Elétrons ao Radical ABTS

A capacidade antioxidante do extrato frente ao radical ABTS foi
realizada de acordo com Séanchez-Gonzalez et al. (2005). A solucdo ABTS foi
preparada em meio aquoso e o cation ABTS obtido ap6s a reacdo de 7mM da
solucdo de ABTS com 2,45 mM de persulfato de potassio, incubada em frasco
ambar e mantido em refrigeracéo por 16 horas antes do uso. Posteriormente, dilui-se
a solucao ABTS em tampéao fosfato 20 mM (pH 7,4) até atingir a absorvancia de 0,7
a 0,8 em 730 nm. Os extratos foram preparados por meio de diluicdes em solventes
etanol/agua, onde obteve-se concentracfes de 290,95; 242,36; 193,92; 145,47;
96,89; 48,44; 24,14; 4,80 e 2,41 pg/mL no meio reacional. Aliquotas de 200 uL dos
extratos nas diferentes concentracfes foram adicionadas a 4 mL da solucdo de
ABTS diluida. As leituras foram realizadas em espectrofotémetro (Perkin Elmer
Spectrometer Lambda 25) a 730 nm ap6s 6 minutos de reacéo.

O controle positivo foi preparado com 4 mL da solucdo de ABTS
diluida e 200 uL de etanol. Para o branco utilizou-se 60 pL da solugcéo de persulfato
de potéassio diluida (2,45 mM) e 5 mL de tampédo fosfato 20 mM (pH 7,4) e no
controle de cor foi adicionado 200 uL de amostras dos extratos, 60 pL de solucdo de
persulfato de potassio diluida (2,45 mM) e 4 mL tampéao fosfato 20 mM (pH 7,4). O
ensaio foi realizado em triplicata. A avaliacdo da atividade doadora de elétrons ao

radical ABTS foi calculada pela equagéo |I.
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4.2.5 Determinacédo do Poder Antioxidante Redutor do Ferro (FRAP)

O potencial antioxidante de reducdo do ferro foi avaliado segundo
Sanchez-Gonzalez et al. (2005). O reagente FRAP foi preparado com 2,5 mL de
uma solucao de TPTZ 10 mM em HCIl 40 mM com 2,5 mL de FeCl3(6H,0) 20 mM e
25 mL de tampéo acetato 0,3 mM (pH 3,6). Em seguida, a solucéo foi incubada por
30 minutos a 37 °C. Para avaliagao da capacidade antioxidante, 900 pL do reagente
FRAP preparado previamente foram adicionados a 50 pl de dgua deionizada e 50 pL
da amostra do extrato, obtendo-se no meio reacional concentracdo de 159,47
pug/mL. As amostras foram incubadas a 37°C durante 30 minutos e a leitura realizada
em espectrofotometro (Perkin EImer Spectrometer Lambda 25) a 595 nm.

O branco foi preparado a partir de 900 puL de reagente FRAP, 50 ul
de &gua deionizada e 50 pL do solvente utilizado para diluir a amostra. Para o
controle de cor 900 uL de reagente FRAP sem TPTZ foram adicionados a 50 pL de
adgua deionizada e 50 pL das amostras dos extratos. O ensaio foi realizado em
triplicata. Para comparacdo do poder redutor do extrato uma curva analitica com
diferentes concentracfes de trolox foi utilizada como padrédo (4,0; 8,0; 10,0; 12,5 e
20,0 pmol/L) e os resultados expressos em pmol/L equivalente de trolox / ug/mL de

amostra.
4.2.6 Determinacdo da Atividade Queladora do Fe?*

A atividade queladora do Fe?" foi determinada segundo Casagrande
et al. (2006), utilizando batofenantrolina (BPS) um forte quelador de ion ferro. Os
extratos foram preparados por meio de diluicdes em solventes etanol:agua, onde
obteve-se concentracbes de 1015,10; 888,20; 761,32; 634,43; 507,55; 380,66;
253,77 e 126,89 pug/mL no meio reacional. No meio reacional contendo 2 mL de KCI/
Tris 130 mM e 10 mM respectivamente, foram adicionados 10 pL de sulfato ferroso
amoniacal (10 mM) e 100 pL de amostras dos extratos nas diferentes
concentragcdes. ApOs 15 minutos de incubacdo em temperatura ambiente adicionou-
se 10 pL de BPS (40 mM). Em seguida, a reacéo foi incubada novamente por 15
minutos a temperatura ambiente e realizada a leitura em espectrofotémetro (Perkin

Elmer Spectrometer Lambda 25) a 530 nm.
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O controle positivo foi preparado com 2 mL do meio reacional de
KCI/ Tris, 10 pL sulfato ferroso amonical (10 mM) e 10 yL de BPS (40 mM). Para o
branco utilizou-se 2 mL meio reacional de KCI/Tris e 10 pL sulfato ferroso; e para o
controle de cor adicionou 1 mL de meio reacional de KCI/ Tris, 10 pL sulfato ferroso
(10 mM) e 100 uL de amostra dos extratos. Todas as medidas foram realizadas em

triplicata. A atividade queladora de fons Fe?* foi calculada pela equacéo .

4.3 IDENTIFICACAO QUIMICA

4.3.1 Instrumental

A identificacdo dos compostos fendlicos presente no extrato do fruto
jambolao foi realizada em espectrdmetro de massas triplo-quadrupolo (QqQ) com
ionizacdo por eletrospray (ESI) em modo sequencial (ESI-tandem-MS) — Waters®
e2795 Separations Modules no laboratério Fenn de Espectrometria de massas na
UFPR- Campus Jandaia do Sul.

4.3.2 Preparo do Extrato para Analise em ESI/MS

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico. Acido
trifluoroacético (TFA), hidroxido de aménio (NH4OH) e alcool metilico (Vetec, 99,9%
a nivel UV/HPLC), foram utilizados para preparo das solucdes.

Uma aliquota de 4,5 mg do extrato de maior potencial bioativo,
determinado através da itens 5.2.1 a 5.2.6, foram dissolvidas em 1 mL de alcool
metilico, sonicadas durante 10 minutos, centrifugadas a 3000 rpm durante 10
minutos e filtradas com microfiltro de 0,22 pm. Posteriormente, esse extrato foi
diluido de acordo com a fase movel, ou seja, adicdo de modificador organico: TFA
0,1% e NH4OH 0,1%, para o modo positivo e negativo, respectivamente e injetadas

no equipamento de ESI/MS.
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4.3.3 Condicbes de Multiplas Rea¢des Monitoras (MRM)

Os parametros de analises para MRM-ESI-MS para ionizagdo no
modo positivo foram: vazdo de gés, Argdnio, 0,14 mL.min™, temperatura da
desolvatacado, 250°C; capilar, 3500 V; cone, 30 V; energia de colisdo, 30 V, vazao da
seringa, 50 pL.min, tempo de ciclo, 2 s; nimero de canais, 30. Para 0o modo
negativo de ionizac&o ocorreram: vazdo de gas, Argdnio, 0,14 mL.min™, temperatura
da desolvatacéo, 250°C; capilar, 2500 V; cone, 40 V; energia de colisdo, 30 V, vazao

da seringa, 50 pL.min?, tempo de ciclo, 2,7s; nimero de canais, 26.

4.4 CITOTOXICIDADE

A atividade hemolitica do extrato foi determinada de acordo com
lzumi et al. (2012), com adaptacdes. Para essa avaliacdo, utilizou-se uma amostra
de sangue de um doador humano saudavel, com aprovacdo do comité de ética
humano (CAAE 47661115.0.0000.5231, N° 1.268.019 — UEL). Os eritrocitos foram
separados do sangue por centrifugacdo a 5000 rpm, por 5 minutos a 4°C, em
seguida, diluidos a 6% em solucdo tampédo fosfato-salina (PBS) (pH 7,2). Em
microplacas de 96 pocos, 100 pL de eritrocitos a 6% foram adicionados a 100 uL de
PBS contendo diferentes concentracdes do extrato (19,53; 39,06; 78,12; 156,5;
312,5; 625; 1.250; 2.500; 5.000; 10.000 pug/mL). Ap6s 3 horas de incubacéo a 37°C,
foi realizada leitura do sobrenadante a 550 nm para verificar a liberacdo de
hemoglobina resultante da hemdlise. Para o controle positivo foi utilizado triton X-100
(1%). As medidas foram realizadas em triplicata e para o célculo de porcentagem de

hemolise empregou-se a equacéo Il:

% Hemolise = [(absorbancia da amostra x 100) / absorbéncia do controle positivo]

4.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

4.5.1 Cepas Bacterianas

Para os ensaios realizados foram utilizadas cepas bacterianas de
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referéncia (ATCC, American Type Culture Collection), tais como S.aureus ATCC
25923, E. coli ATCC 25922, E. coli T3EPM e K. pneumoniae ATCC 10031,
depositadas na colecdo do Laboratério de Bacteriologia Bésica e Aplicada da
Universidade Estadual de Londrina.

4.5.2 Disco-Difusdo em Agar

O teste de disco-difusdo em agar foi descrito por Bauer et al. (1966).
A bactéria foi cultivada em agar Mueller-Hinton (MH) a 37°C por 24 h. Em seguida,
foi preparada uma suspensdo bacteriana a 0.5 da escala de McFarland (1,5x10%
UFC/mL), adicionando col6nias bacterianas a solu¢do salina (NaCl 0,85%). O
indculo microbiano foi semeado uniformemente, com auxilio de haste flexivel com
extremidade de algoddo (swab), em placas de Petri contendo MH. Posteriormente,
discos de papel estéreis de diametro igual a 11 mm, contendo 10 pL de extrato
diluido em &gua foram distruibuidos pela placa contendo o in6culo. As placas foram
incubadas a 37°C por 24 horas. O didmetro do halo de inibicdo do crescimento
bacteriano ao redor dos discos foi medido em milimetros. O ensaio foi realizado em

duplicata.
4.5.3 Determinacgdo da Concentragao Inibitéria Minima (CIM)

A CIM do extrato foi determinada pelo método de microdiluicdo
seriada em caldo, conforme o protocolo descrito pelo CLSI (Clinical and Laboratory
Standards Institute) (2016). Colbnias bacterianas foram adicionadas a salina (NaCl
0,85%), até atingir a turbidez referente a escala 0.5 de McFarland (1,5x10% UFC/mL).
O inéculo bacteriano foi diluido em MH para 10° UFC/mL, e desse adicionou-se 50
pL a outros 50 pL de MH contendo extrato (7,81 pg/mL a 2000 pg/mL). O ensaio foi
realizado utilizando microplacas de 96 pocos. Apos 18 horas de incubacédo a 37°C,
0 crescimento bacteriano foi avaliado por meio de observagao de turbidez.

Foram utilizados dois controles negativos, caldo MH suplementado
com extrato e apenas MH. Foi realizado controle positivo, contendo bactéria e caldo
MH, para confirmar a viabilidade celular. O teste foi realizado em triplicata.
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4.5.4 Atividade Antimicrobiana Frente a Biofilme
4.5.4.1 Ensaio de cristal violeta para analise de biofilme em formagéo

A acéo do extrato frente a formacao de biofilme foi avaliada segundo
a metodologia descrita por Wakimoto et al. (2004), com adaptacdes. A cepa de E.
coli (T3EPM), forte formadora de biofilme, foi cultivada com 10 pL da cepa em 900uL
de caldo Luria-Bertani (LB) 37°C por 24 horas. Em seguida, em microplaca de 96
pocos inoculou-se 5 pL de cultura bacteriana em 195 uL de meio de cultura Eagle
modificado de Dulbecco (DMEM) suplementado com 0,45% de glicose e extrato em
diferentes concentragdes (31,25 pg/mL a 2.000 pg/mL). A microplaca foi incubada
por 24 horas a 37°C. Posteriormente, os po¢os da microplaca foram lavados quatro
vezes com PBS 0,01 M (pH 7,4) e logo apds, a coloracéo foi realizada utilizando
cristal violeta a 0,5% durante 5 minutos. ApGs esse periodo, o corante ligado as
células aderentes foi solubilizado com 200 pL de etanol 95% (v/v). O biofilme foi
quantificado a 570 nm utilizando um espectrofotdmetro.

Para o controle positivo foi utilizado a cepa T3EPM em DMEM e
como controle negativo o extrato em DMEM. O ensaio foi realizado em triplicata e

para o céalculo de porcentagem de reducdo de biomassa empregou-se a equacao lll.
% Reducédo de biomassa = [(100)-(OD antimicrobiano x 100) / (OD controle)]
4.5.4.2 Ensaio de MTT para analise de biofilme em formacéo

A atividade antimicrobiana do extrato de jamboldo sobre o biofilme
em formacéo foi avaliada segundo Cady et al. (2012), com adaptacdes baseadas em
Riss et. al., (2016). A bactéria E. coli T3EPM foi cultivada em placa de Petri contendo
meio agar nutriente (AN) por 24 horas a 37 °C. Em seguida, para preparo do
in6culo, colénias bacterianas crescidas no AN foram suspendidas em PBS até
chegar na turbidez compativel com a escala 0.5 de MacFarland (1,5 x 108 UFC/mL).
Em microplaca de poliestireno com 96 pocos, foram adicionados 20 pL do indculo
bacteriano (1,5 x 10® UFC/mL) e 180 pL de DMEM glicosado (0,45% de glicose)

contendo diferentes concentracdes do extrato (250 pg/mL a 4.000 pg/mL). Foi
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realizada incubacdo por 24 horas a 37°C, para entdo, o0 meio de cultura em
suspensao ser retirado dos pocos para serem lavados, por duas vezes, com 200 pL
de PBS a 0,01 M (pH 7,4). Em seguida, 100 pyL de MTT a 0,25 mg/mL, preparado
em meio DMEM, foram adicionados a cada poc¢o e a microplaca incubada a 37 °C,
por 2 horas e ao abrigo de luz. Posteriormente, o MTT em suspenséo foi removido
de todos os pocos e 100 uL de solubilizante (solugcéo de alcool isopropilico contendo
triton x-100 a 1% v/v e HCI a 0,00365 N) foi adicionado por poco. Apds agitacdo por
15 minutos, foi realizada a leitura a 570 nm utilizando espectrofotometro.

Para o controle positivo adicionou-se 180 pL de meio DMEM
glicosado e 20 pL de bactéria e como controles 200 pL do extrato em meio DMEM.
O ensaio foi realizado em triplicata e para o calculo de porcentagem de reducédo de

biomassa empregou-se a equagao lll.
4.5.4.3 Ensaio de MTT para analise de biofilme formado

A atividade antibacteriana frente a biofilme formado foi avaliada
segundo Cady et al. (2012), com adaptacdes baseadas em Riss et. al. (2016). As
células bacterianas de E. coli T3EPM foram cultivadas em placa de Petri contendo
meio AN, por 24 horas e a 37°C. Em seguida, preparou-se o indculo bacteriano
adicionando colbnias bacterianas crescidas no AN a PBS 0,01 M (pH 7,4) até atingir
a turbidez referente a escala 0.5 de MacFarland (1,5 x 10® UFC/mL). Para a
formacdo de biolfime utilizou-se microplaca de poliestireno com 96 pocos. A cada
poco adicionou-se 20 pL do inéculo bacteriano (1 x 10® UFC/mL) e 180 pL de meio
de cultura DMEM suplementado com 0,45% de glicose, posteriormente a placa foi
incubada por 24 horas , a 37°C. Apds o tempo de incubacdo, o meio de cultura em
suspensao foi retirado e os pocos foram lavados, por duas vezes, com 200 pL de
PBS a 0,01 M (pH 7,4). Aliquotas de 200 pL de DMEM (0,45% de glicose) contendo
diferentes concentracdes do extrato (250 pg/mL a 4000 pug/mL) foram transferidas
para 0s pocos, e a placa contendo o biofilme formado com tratamento antimicrobiano
foi incubada novamente a 37°C, por 24 e 48 horas. Uma placa de biofilme formado
foi preparada para cada periodo de tratamento, sendo que no ensaio de 48 horas o
tratamento foi refeito apos 24 horas. Apds cada tempo de tratamento, 0S pogos
foram lavados duas vezes com 200 pL PBS. Em seguida, 100 yL de MTT a 0,25
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mg/mL, preparado em meio DMEM, foram adicionados a cada poco e levados a
incubacdo por 2 horas a 37°C ao abrigo de luz. Posteriormente, o0 MTT em
suspensao foi removido de todos os pogos e 100 pL de solubilizante (solugéo de
alcool isopropilico contendo triton x-100 a 1% v/v e HCI a 0,00365 N) foi adicionado
por poco. Apos agitacdo por 15 min, foi realizada a leitura a 570 nm utilizando um
espectrofotometro.

Para o controle positivo, adicionou-se 200 pL de meio DMEM
glicosado em pogos com biofilme formado, e como controles negativos foram
utilizados pocos livres de biofilme contendo 200 pL do extrato diluido em meio
DMEM. O ensaio foi realizado em triplicata e para o célculo de porcentagem de

reducdo de biomassa empregou-se a equacéao lll.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica dos resultados foi determinada pelo software
GraphPad Prism®, versdo 5.01. As concentracdes dos extratos que inibem o
processo oxidativo em 50% (ICsp) foram estimadas utilizando curva hiperbdlica. Os
resultados foram expressos como média + desvio padrdao, comparando os diferentes
grupos de acordo com o método de andlise de variancia ANOVA, seguido do teste
de compara¢cBes multiplas de Tukey. Foram consideradas diferencas significativas

para valores correspondentes a p<0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 ENSAIOS PREVIOS DOS EXTRATOS

Os resultados de CFT e FT encontrados na literatura para o fruto
jambolao sdo variados, tendo em vista que a concentracdo desses compostos varia
em funcdo do clima, estdgio de maturacdo do fruto, metodologias de extragédo e
compostos utilizados como padrdo. Faria et al. (2011) quantificaram CFT em
extratos metanol:agua (8:2) da polpa e casca do fruto, que apresentaram um teor de
1,48 mg EAG.g™*. Kuskoski et al. (2006) observaram CFT de 1,94 e 2,29 mg EAG.g™
em extratos metandlico e etanolico da polpa, respectivamente. Ja Luximon-Ramma
et al. (2003) relataram que obtiveram concentracdo de 2,35 mg EAG.g™ em extratos
acetona:agua (7:3) dos frutos frescos e no trabalho realizado por Reynertson et al.,
(2008) o extrato metanolico do fruto apresentou um teor de 9,95 mg EAG.g™. Todos
os resultados foram inferiores ao encontrado neste estudo.

O conteudo de FT encontrado nos extratos do presente trabalho foi
cerca de 4 vezes superior ao encontrado por Faria (2011) que obtive 0,912 mg
ERT.g™" para o extrato metanol:agua (8:2) do fruto. Na pesquisa conduzida em frutos
tropicais exéticos brasileiros por Rufino et al. (2010), os resultados foram inferiores
ao presente trabalho com 0,70 mg ERT.g™ para extrato metanol:agua (5:5) da polpa
e casca de jambolao.

Os conteudos de compostos fendlicos totais (CFT) e flavonoides
totais (FT) foram avaliados para os extratos etandlico, hidroetandlico e aquoso da
polpa e casca do fruto jamboléo (Figuras 20 e 21).
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Figura 20 - Teores de compostos fendlicos para os cinco extratos brutos do fruto S.
cumini.
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Valores representam a média. Médias seguidas de letras diferentes nas colunas diferem pelo teste de
Tukey (p<0,05).

Os resultados demonstram que o extrato EBE100 apresentou o
melhor resultado de CFT (10,92 + 0,20 mg EAG.g™), sendo entdo o solvente mais
eficaz na extracdo de compostos fendlicos comparado aos demais extratos
hidroetandlicos e aquoso. A concentracdo de CFT entre os extratos hidroetandlico
EBE70 (7,30 + 0,20 mg EAG.g}), EBE50 (7,02 + 0,26 mg EAG.g™), EBE30 (6,87 +
0,07 mg EAG.g™") e EBA100 (6,62 + 0,05 mg EAG.g™") apresentaram teores similares
nao diferindo significativamente entre si (p<0,05).

Rufino et al. (2010) avaliaram 18 frutos do Brasil, dentre eles o
Jambolao, classificando-os de acordo com a concentragdo de compostos fendélicos
em trés niveis: baixo (inferior a 1 mg EAG.g™), médio (entre 1 a 5 mg EAG.g™Y) e alto
(acima de 5 mg EAG.g!). Com base nesse conceito, os extratos avaliados podem
ser considerados como sendo produtos com alta concentragéo de CFT.

Foi observado que o extrato obtido com etanol puro (EBE100)
também apresentou maior contetido de FT (4,02 + 0,01 mg ERT.g}), seguido do
EBE70 (2,96 + 0,03 mg ERT.g™), do EBE50 (2,36 + 0,10 mg ERT.g™"), do EBE30
(2,02 + 0,03 mg ERT.g™}) e EBA100 (1,66 + 0,01 mg ERT.g™) (Figura 21), mostrando
relacdo entre o teor de polifendis e flavonoides extraidos pelos diferentes solventes.
Os diferentes extratos apresentaram diferenca estatistica entre si (p<0,05). Em

adicdo, pode-se observar que os teores de CFT sédo aproximadamente 3 vezes
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maior que os de FT, corroborando com outros trabalhos que relatam ndo s6 a
presenca de flavonoides, mas de diferentes substancias polifendlicas, como os
taninos (BRITO et al., 2007; FARIA et al., 2011; ZHANG, LIN, 2009).

Figura 21 - Teores de flavonoides para os cinco extratos brutos do fruto S. cumini.
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Valores representam a média. Médias seguidas de letras diferentes nas colunas diferem pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

Devido a diversidade dos compostos bioativos nos frutos com
distintas propriedades, sua quantificacdo é fortemente influenciada pelos solventes
utilizados durante a extracdo (SILVA, 2015). A solubilidade dos compostos fendlicos
e flavonoides em um solvente é uma caracteristica que esté relacionada ao seu peso
molecular (SILVA, 2015), a polaridade, grau de polimerizacdo, sua interacdo com
outros constituintes (APAK et al., 2007) e ao tipo de grupos funcionais como —OH e —
COONH presentes, os quais podem ser solvatados eletrofilico e nucleofilicamente por
solventes polares proticos.

Portanto, os resultados encontrados demonstram que o solvente
etanol puro conseguiu extrair do jamboldo um maior conteudo de polifendis e

flavonoides totais que os solventes hidroalcoolicos e aquoso.
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5.2 AVALIACAO DO POTENCIAL ANTIOXIDANTE DOS EXTRATOS BRUTOS DE

S. cumini.

Devido a sua diversificada composi¢cdo quimica, a agdo antioxidante
de extratos vegetais pode ser atribuida a acdo sinérgica de varias substancias,
pertencentes a diferentes grupos quimicos (BORA et al., 2005). Contudo, dentre
estes compostos, os polifendis sdo amplamente reconhecidos por suas propriedades
antioxidantes (SOUSA et al., 2007). A atividade antioxidante dos compostos
fendlicos se deve principalmente a sua estrutura quimica, que desempenha um
papel neutralizando ou impedindo a formacdo dos radicais livres e quelacdo de
metais, agindo tanto na etapa de iniciagio como na propagacado do processo
oxidativo (SOUSA et al., 2007).

Uma vez que existem diversas maneiras de um extrato exercer sua
atividade antioxidante, é importante relacionar diferentes métodos antioxidantes a
fim de compreender melhor o potencial antioxidante dos extratos estudados
(PIETTA, 2000). Deste modo, os extratos foram avaliados mediante a capacidade de
doar atomo de H ao radical aniénico DPPH, doar elétron ao radical catibnico ABTS,
pela capacidade redutora (FRAP), como também pela propriedade em quelar ion
ferro (Tabela 2).

Tabela 2 - Capacidade antioxidante dos extratos brutos do fruto Jambolao (S.cumini)
por diferentes métodos.

FRAP

Ext_ratos DPPH |Cl50 ABTS IC150 (umol/L eq BATO |C150
etandlicos (%) (mg.mL™) (mg.mL™) troon/pg.mL'l) (mg.mL™)
100 111,99 83,55 98,97 300,22
70 141,38 106,11 55,61 316,11
50 163,56 107,85 46,53 394,10
30 188,44 122,57 23,81 472,96
0 195,17 131,31 21,02 738,45
Quercetina 0,8 0,69 - 4,0

Os valores de ICs9 sugeriram que o extrato EBE100 apresentou
maior habilidade em doacdo de hidrogénio ao radical livre DPPH do que os demais
extratos EBE70, EBE50, EBE30 e EBA100. A atividade antioxidante maxima foi de
92% empregando a concentracdo de 318,51 pug.mL™* de EBE100. Contudo, podemos

verificar que a atividade doadora de hidrogénio ao DPPH dos extratos é inferior
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quando comparada com a quercetina (ICso de 0,8 pug.mL™), um flavonoide com alto
potencial antioxidante (VICENTINI et al., 2007).

Banerjee, Dasgupta e De (2005) avaliaram a atividade antioxidante
do extrato aquoso do fruto jamboldao empregando o ensaio com radical DPPH, o
valor encontrado para o extrato foi ICso igual a 168 ug.mL™>, apresentando, assim
uma atividade superior quando comparado ao extrato aquoso EBA100 do estudo
com ICso de 195,17 pg.mL™. Contudo, essa atividade antioxidante foi inferior aquela
do extrato etandlico EBE100, que apresentou ICsy 111,99 pg.mL™. Plaza (2007)
utiizando o método DPPH analisou o extrato metanol:dgua (50:50) do fruto
Jamboldo (ICso 65 pug.mL™), sendo essa uma concentracdo inibitéria menor quando
compara a todos extratos do estudo.

Com base nos resultados da tabela 2, podemos verificar que para
todos os extratos a acao frente ao radical ABTS foi mais pronunciada do que para o
radical DPPH. Os valores obtidos de ICso mostraram o extrato EBE100 com maior
atividade, seguido de EBE70, EBE50, EBE30 e EBA100. Na concentracao 242,36
ng.mL* do extrato EBE100 a atividade antioxidante alcangou 100% de inibicdo do
radical.

No estudo realizado por Hossain et al., (2016), o ensaio de doacéo
de elétrons ao radical ABTS foi utilizado na investigacao da atividade antioxidante do
extrato etandlico da folha de jamboldo que apresentou ICso de 57,80 pg.mL™, sendo
sua capacidade superior ao dos extratos desta pesquisa, que variam de 83,55 a
131,31 pg.mL™ . Aqil et al., (2012) avaliou o extrato etanol:agua (75:25) da polpa e
casca do fruto jamboldo pelo método do ABTS, que apresentou ICs de 17,2 pg.mL™,
resultado este 4 vezes menor que o encontrado para o extrato EBE100 (83,55
nug.mL™?), sugerindo maior potencial antioxidante. A atividade antioxidante
encontrada por Garcia (2016) para quercetina através do ensaio ABTS foi igual a
ICs0 0,69 pug.mL™?, que se trata de uma capacidade maior de doacdo comparada ao
melhor extrato do estudo EBE100.

Os resultados do poder redutor para os extratos mostram que o
extrato EBE100 (98,97 pmol/L eg. trolox/ug.mL™), foi o mais efetivo na capacidade
de reduzir Fe** em Fe?*. Segundo Rockenbach et al., (2008) a eficiéncia antioxidante
determinada pelo método FRAP depende do potencial redox dos compostos

analisados, caracterizado pela complexidade de suas moléculas, uma vez que a



59

reducdo do complexo férrico se baseia na acdo de doacdo de elétrons por
antioxidantes. Sa (2008) obteve para o extrato etandlico do fruto jamboldo um poder
redutor de 2,62 pmol/L eq. trolox/ug.mL™, resultado inferior comparado aos extratos
deste estudo. O extrato etanol:agua (80:20) das folhas de Pimenta
pseudocaryophyllus da familia Myrtaceae foi estudado por Silva (2013), o extrato
apresentou um poder de reducéo igual a 0,046 pmol/L eq. trolox/ug. mL™, resultado
este menor que do extrato EBE100.

Além disso, os resultados também sugerem que 0s extratos
estudados apresentam a propriedade de quelar ions ferro, com valores de ICsg
variando de 300,22 a 738,45 ug.mL™. Forte (2012) analisou o efeito quelante dos
extratos metanol:agua (80:20) das flolhas de Eugenia biflora e Eugenia protenta da
familia Myrtaceae que apresentaram ICso de 1,235 pg.mL™* e 3,178 pg.mL™,
resultado este menor que o extrato EBE100 indicando maior poder quelante de ions
Fe?* Estudos desenvolvidos por Casagrande (2005) demonstraram o efeito da
quercetina em quelar fons Fe** , que quando empregado a concentracdo de 4
ng.mL? a inibicdo da formacdo do complexo Fe-BPS é de 60%. Ja o extrato
EBE100, que neste estudo expds maior efeito sobre a quelacdo de fons Fe®,
apresentam inibicdo maxima igual 78% na concentracdo de 1015,09 pg.mL™,
engquanto que o extrato de menor efeito EBA100 apresentou apenas 55% de inibicéo
utilizando uma concentracdo de 1926,88 pg.mL™. Como esses valores sdo
superiores ao da quercentina, € necessario uma concentracdo maior de extrato para
inibir a formacéo do complexo Fe-BPS.

Fukumoto e Mazza (2000), analisando a atividade antioxidante de
compostos fendlicos, concluiram que esta cresce de acordo com o aumento no
namero de grupamentos hidroxila e com a diminuicao de grupos glicosilados. Apesar
disso, se fazem necesséarias investigacdes que identifiquem qual grupamento
fendlico é responsavel por exercer poder antioxidante em um determinado fruto para
gue sejam elucidadas de forma precisa estas interacdes. Rockenbach et al., (2008)
presume que a atividade antioxidante pode ser influenciada também por outros
fatores, incluindo as condicdes e etapas de oxidacdo, bem como a formacédo e
estabilidade dos radicais.

Com base nos resultados, pode-se verificar que existem de

compostos que atuam como agentes antioxidantes nos extratos, entretanto, esta
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acao foi diferenciada conforme as diferentes proporcbes de solventes extrator
utilizados. Observou-se que o EBE100, apresentou maior conteudo de polifendis e
flavonoides totais, em consequencia maior atividade antioxidante. Desta maneira,
pode-se considerar que para o fruto jambol&do esta concentragcdo do solvente etanol
foi a mais eficiente para a extracdo de compostos responsaveis por sua acao
antioxidante, visto que a adicdo de agua no solvente extrator, solvente de alta
polaridade, indicou a reducdo do potencial antioxidante. Portanto, pode-se entdo
definir a seguinte tendéncia para a eficiéncia dos extratos frente a atividade
antioxidante: EBE100 > EBE70 > EBE50 > EBE30 > EBA100. Dessa forma, o
extrato de jamboldo obtido com EtOH 100% (EBE100), que apresentou maior
conteudo de polifenois e flavonoides totais, assim como também apresentam maior
capacidade antioxidante, foi escolhido para ser avaliado quanto a sua identificagéo

guimica, citotoxicidade e atividade antimicrobiana.

5.3 IDENTIFICACAO QUIMICA

As plantas representam uma rica fonte de compostos bioativos, por
isso as técnicas analiticas sdo essenciais para a elucidacdo da complexa
composicdo quimica dos produtos de origem vegetal. A espectrometria de massa
(EM) constitui uma técnica microanalitica utilizada para obter informagdes sobre o
peso molecular e caracteristicas estruturais da amostra, tornando-se uma das mais
importantes ferramentas analiticas na determinacdo do perfil dos compostos
bioativos (HAO; ZHAO; YANG, 2007).

Os compostos presentes no extrato EBE100 foram determinados
através de quatro injecbes diretas no ESI/MS utilizando a técnica de mdultiplas
reacdes monitoradas (MRM) no modo positivo e negativo, de carater qualitativo com
um tempo maximo de analise de 2 minutos para cada injecdo. A tabela 3 apresenta
os dados de MRM obtidos para o extrato EBE100.
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Tabela 3 - Dados de MRM para o extrato EBE100 do fruto Jambolao (S. cumini).

[M-H]"

Compostos [M-H]
m/z

Acidos fendlicos?
~Acido galico 169
Acido p-hidroxibenzoico 137
Antocianinas®

Malvidina-3-O-glicosideo 493
Petunidina-3-O-glicosideo 479
Delfinidina-3-O-glicosideo 465
Cianidina-3-O-glicosideo 449
Malvidina-3,5-O-diglicosideo 655
Petunidina-3,5-O-diglicosideo 641

?fon modo negativo, acidos fendlicos e flavondis ° ion modo positivo, antocianinas.

A técnica (MRM) é um método de andlise rapido e sensivel, pois
apenas o ion e seu fragmento pré-selecionado sdo observados no analisador do
espectrometro de massas (IGLESIAS, 2016). Como os ions identificados
apresentaram instabilidade n&o foi possivel obter os espectros de fragmentacédo dos
compostos identificados em MRM.

A andlise de EM possibilitou a identificacdo de 7 compostos, dentre
eles um acido fendlico e antocianinas. As antocianinas encontradas sdo coerentes
com os resultados relatados em estudos anteriores com o fruto jambolédo, onde as
principais antocianinas identificadas foram 3-glicosideo de malvidina, petunidina e
cianidina (FARIA, 2011) e, ainda, 3,5-diglicosideos de malvidina e petunidina (BRITO
et al., 2007; LI et al., 2009; VEIGAS et al., 2007). O acido gélico também foi
identificado por Faria (2011); nestes trabalhos os dados obtidos foram por meio da
técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia e espectrometria de massas. De
acordo com Infante (2013), o &cido galico apresenta propriedades terapéuticas como
atividade antioxidante, antimicrobiana e antitumoral.

A partir da identificacdo destes compostos no extrato EBE100 pode-
Se sugerir que esses Sao 0s possiveis responsaveis pela atividade antioxidante, uma
vez que sdo conhecidos por possuirem propriedades antioxidantes (OLIVEIRA et al.,
2009). Os perfis obtidos a partir do extrato EBE100 estdo apresentados nas figuras
22,23 e 24.
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Figura 22- MRM do extrato EBE100 do fruto do Jambol&o (S. cumini) para acido
gélico (169 m/z) e Acido p-hidroxibenzoico (137 m/z) para o0 modo negativo.
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Figura 23- MRM do extrato EBE100 do fruto do Jamboldo (S. cumini) para
malvidina-3-O-glicosideo (493 m/z), petunidina-3-O-glicosideo (479 m/z), delfinidina-
3-0O-glicosideo (465 m/z) e cianidina-3-O-glicosideo (449 m/z) para o modo positivo.
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Figura 24- MRM do extrato EBE100 do fruto do Jamboldo (S. cumini) para
malvidina-3,5-O-diglicosideo (655 m/z) e petunidina-3,5-O-diglicosideo (641 m/z)
para o modo positivo.
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5.4 CITOTOXICIDADE

A figura 25 apresenta os resultados de toxicidade do extrato EBE100
para eritrocitos humanos. Este estudo mostrou que o extrato EBE100 tem baixa
atividade hemolitica, sendo que a porcentagem de células que sofreram hemdlise
variou de 0 a 3,97% de hemolise. Mesmo nas mais altas concentracdes testadas, a
atividade hemolitica ndo foi expressiva, por isso ndo foi possivel calcular o valor da

concentracgéo citotoxica a 50 % dos eritrocitos (CCsp). O triton x-100 utilizado como
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controle positivo promoveu 100% de hemodlise dos eritrcitos, pois atua como

solubilizante das membranas lipidicas (PRETE et al., 2002).

Figura 25- Atividade hemolitica do extrato EBE100 do fruto do Jambol&o (S. cumini).
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De acordo com o critério estabelecido no documento ASTM E2524-
08 (2013), porcentagem maior que 5% indica dano aos eritrécitos humanos. No
entanto, a maior concentragao testada do extrato EBE100 causou apenas 3,97% de
hemolise. Os resultados deste estudo corroboram com o estudo de Figueiredo et al.
(2016) que avaliou a atividade hemolitica de extrato hidroetandlico (30:70) de folhas
de Jamboldo, mostrando que 500 pg/mL de extrato provocou 7,21% de hemodlise, e
as concentracdes inferiores (250, 125, 62,5 e 31,25 pg/mL) n&o apresentaram
atividade hemolitica.

Os metabdlitos secundarios de plantas sédo responsaveis por suas
propriedades terapéuticas, porém reacfes adversas podem aparecer em virtude de
da utilizacdo indevida desse material vegetal. A utilizacdo segura de compostos
extraidos de planta na medicina tradicional é de suma importancia, uma vez que
esses principios bioativos podem ser toxicos devido a capacidade de se associarem
a membrana de eritrocitos, possuindo agédo hemolitica (EISENBRAND et al., 2002).

Embora no extrato avaliado tenha sido identificada a presenca de
metabolitos secundarios possivelmente toxicos, o ensaio de toxicidade in vitro ndo

mostrou resultados condizentes com achados na literatura, uma vez que estudos
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indicam que compostos isolados de plantas, tais como polifendis, epicatequinas e
saponinas sao capazes de promover hemdlise e consequente liberacdo de
hemoglobina, além da sua oxidacao formando metahemoglobina (GRINBERG et al.,
1997; ZHANG et al., 1997; BUKOWSKA; KOWALSKA, 2004).

5.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

5.5.1 Disco-Difusdo em Agar e Concentragao Inibitéria Minima (CIM)

A investigacdo preliminar da atividade antimicrobiana do extrato
EBE100, utilizando o teste de difusdo em &gar, mostrou que 0 mesmo nNao possuli
acdo contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, pois 0 ensaio mostrou
auséncia de halos de inibicAo de crescimento para S. aureus, E. coli e K.
pneumoniae.

E interessante salientar que o ensaio de difusdo em agar serve para
andlises qualitativas. A extracdo e o0 solvente utilizado nesse processo podem
concentrar compostos com algum carater apolar e estes, por consequéncia néo
difundem bem no meio de cultura utilizado (CABRAL, 2008). Desta forma, também
foi realizado ensaio quantitativo por meio de determinacdo da CIM do extrato frente
ao microrganismo, utilizando a técnica de microdiluicdo em caldo, sendo este
método o mais recomendavel para analise de atividade antimicrobiana.

A Tabela 4 apresenta os resultados obtidos nos ensaios de difusédo

em agar para observacao de halo de inibicdo e de determinacao de CIM.

Tabela 4. Atividade antimicrobiana do extrato EBE100 do fruto Jambol&o (S.cumini).

Extrato EBE100

Bactéria
Halo de Inibigc&o (mm) CIM (pg/mL)
S. aureus (ATCC 25293) 0 >2000
E. coli (ATCC 25922) 0 >2000
Klebsiella pneumoniae (ATCC 10031) 0 >2000

A determinacéo da atividade antimicrobiana quantitativa mostrou que
houve crescimento bacteriano de S. aureus, E. coli e K. pneumoniae em todas as

concentracdes, apresentando CIM > 2000 pg/mL. De acordo com Rios (2005), a



67

atividade antimicrobiana s6 é interessante em concentracdes abaixo de 100 pg/mL
para extratos brutos e abaixo de 10 pg/mL para compostos isolados, uma vez que
elevadas concentra¢6es sao de dificil aproveitamento farmacéutico.

Para Holetz et al., (2002), o extrato bruto de vegetais que apresenta
CIM abaixo de 100 pg/mL tem boa atividade antimicrobiana, para valores entre 100
e 500 ug/mL a atividade € moderada, de 500 e 1000 ug/mL é fraca e quando acima
de 1000 pg/mL, o extrato é considerado inativo. Considerando os critérios sugeridos
por Holetz et al., (2002), os resultados contra S. aureus, E.coli e K.pneumoniae
revelaram que o0 extrato avaliado neste estudo € inativo para atividade
antimicrobiana.

Bezerra (2015) avaliou o teor de compostos fendlicos totais e a
atividade antimicrobiana do extrato aquoso do fruto de Jamboldo. Os resultados
encontrados para compostos fendlicos foi de 19,90 mg EAG.g*" e a atividade
antimicrobiana para as bacterias E.coli e S. aureus, mostraram inibicdo do
crescimento inibicdo apenas contra S.aureus, com CIM igual a 110 pg/mL. Estes
resultados foram diferentes do encontrado para o extrato EBE100, onde a
concentracdo de compostos fendlicos foi duas vezes inferior (10,92 mg EAG.g™%).

Singh et al., (2016) investigou o extrato hidroetandlico (30:70) da
polpa de Jamboldo, os resultados encontrados para compostos fendlicos totais foi
igual a 11,74 mg EAG.g™ e a atividade antimicrobiana frente S. aureus, E. coli e K.
pneumoniae foi CIM igual a 500 pg/mL, 2000 pg/mL e 2000 pg/mL, respectivamente.
O estudo realizado por Turatti (2008) avaliou a atividade antimicrobiana do extrato
etanolico do fruto Jambol&o frente a S. aureus e E. coli, mostrando valores de CIM
iguais a 78,1 pg/mL e 625,0 ug/mL, respectivamente. No experimento conduzido por
Taguri, Tanaka e Kouno (2006), foi avaliada a atividade antimicrobiana de 22
compostos fendlicos isolados, entre eles o acido galico, que apresentou CIM de 533
png/mL para S. aureus, 400 pg/mL para K. pneumoniae e 600 pg/mL para E. coli.
Assim, as concentragdes inibitérias minimas relatadas na literatura tanto para
compostos isolados quanto para o extrato bruto foram distintas do extrato EBE100
investigado neste estudo.

O resultado encontrato neste estudo para o extrato EBE100
corrobora com o encontrado por Ruggiero (2004) que avaliou a atividade
antimicrobiana do extrato hidroetandlico (30:70) das folhas de S. cumini frente as
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bactérias S. aureus e E. coli. O extrato ndo apresentou atividade antimicribiana
mesmo na mais alta concentracéo testada sendo CIM> 1000 pg/mL.

Provavelmente a concentragdo e o perfil de constituintes quimicos
apresentam semelhanga com alguma caracterizagdo descrita anteriormente dos
estudos, porém dificilmente serd igual, visto que os metabdlitos secundarios
resultam da interacdo quimica entre a planta e o ambiente. Desse modo, sua sintese
pode ser afetada por diversas variacdes como disponibilidade hidrica, temperatura,
altitude, nutrientes do solo, sazonalidade, radiacdo ultravioleta, 6érgdo onde sédo
produzidos, estagio de desenvolvimento, localizacdo geogréfica, estacdo do ano,

sinergismo, além dos métodos de extracdo e avaliacdo (PROBST, 2012).

5.5.2 Atividade Antimicrobiana Frente a Biofilme

5.5.2.1 Acédo sobre biofilme em formacdo pelos métodos colorimétricos utilizando

cristal violeta e MTT

O ensaio de quantificacdo de biomassa bacteriana total, utilizando a
coloracdo com cristal violeta, indicou que o extrato EBE100 reduziu a formacao de
biofilme. Esse efeito inibitério se mostrou dependente da concentragcéo, conforme o
aumento da concentracdo, aumenta-se a taxa inibitoria. A figura 26 mostra que os
melhores resultados foram obtidos nas concentracdes de 500, 1000 e 2000 pg/mL,
gue provocaram reducdo da biomassa total em relacdo ao controle em 48,18%,
64,14% e 80,09%, respectivamente. Os diferentes extratos apresentaram diferenca

estatistica entre si (p<0,05).
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Figura 26- Reducéo de biomassa total do biofilme de E.coli na presenca do extrato
EBE100 do fruto do Jambolao (S. cumini).
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Valores representam a média. Médias seguidas de letras diferentes nas colunas diferem pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

Para avaliar se o extrato interfere na formacédo do biofilme, foram
utilizadas concentragcfes subinibitérias, ou seja, que ndo afetam o crescimento de
células planctbnicas, uma vez que o teste de determinacdo de CIM, realizado
anteriormente neste estudo, mostrou que o extrato EBE100 ndo afetou o
crescimento de E.coli (CIM > 2000 pg/mL). Portanto, o extrato EBE100 possui a
capacidade de inibir a formacédo de biofilme de E. coli sem afetar o crescimento de
células em suspensao, apenas reduzindo a colonizacdo da superficie por células
sésseis.

Os resultados encontrados no estudo estdo de acordo com os dados
relatados por Gopu, Kothandapani e Shetty (2015) que avaliaram a formagéo de
biofilme de K. pneumoniae na presenca do extrato metanol:agua (70:30) do fruto de
jambolao, utilizando ensaio com cristal violeta. Os resultados encontrados mostram
gue nas concentracbes de 100, 500 e 1000 pg/mL o extrato inibiu em 35,85%,
64,03% e 79,94% a formacéao de biofilme.

Além de reduzir a formacao de biomassa total em biofilme, o extrato
também reduziu a viabilidade celular na formagéo do biofilme de E.coli. A figura 27
mostra os resultados obtidos no ensaio de MTT para avaliar metabolismo microbiano
no biofilme em formacéo, indicando que as concentragdes de 2000, 1000, 500 e 250
pMg/mL de extrato provocaram reducédo de 37,59%, 25,08%, 17,51% e 12,14% de
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células viaveis em relacdo ao controle, respectivamente. Os diferentes extratos

apresentaram diferenca estatistica entre si (p<0,05).

Figura 27- Reducéo de células viaveis sésseis do biofilme de E.coli na presencga do
extrato EBE100 do fruto do Jambol&o (S. cumini).

[EEN
o
g

60+
40-

20- ¢ d

Reducdao de células viaveis (%)
<

N O )

Concentracéo do extrato (ng/mL)

S
§
P

Valores representam a média. Médias seguidas de letras diferentes nas colunas diferem pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

O ensaio de MTT confirmou o resultado encontrado no ensaio com
cristal violeta, que mostrou reducdo de biomassa total. O MTT mostrou que
concentragbes subinibitérias de extrato EBE100 podem afetar o metabolismo do
biofiime de E. coli em formacdo, ou seja, verificou-se reducdo de células sésseis
viaveis sem interferéncia na viabilidade de células plancténicas, indicando a acdo do
extrato EBE100 contra a formagé&o de biofilme.

O extrato EBE100 pode ter atuado em uma série de etapas na
formacdo de biofilme. Trentin, Giordani e Macedo (2013) relatam que a inibicdo da
formacdo de biofilmes ocorre por vias que ndo envolvem a morte da bactéria, mas
através de interferéncia na adesdo bacteriana a superficie ou na comunicacéo
celular bacteriana QS.

Para a inibicdo da adesao celular bacteriana, o antimicrobiano tem
gue ser capaz de inibir a biossintese de pili, uma estrutura bacteriana responsavel
pela adesao, ou ter propriedades de quelacédo de ferro, um elemento critico para a
adesao bacteriana a superficies (BERG et al., 2008; PINKNER et al., 2006). A

interferéncia na comunicagéo bacteriana QS por compostos naturais ocorre atraves
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da degradacdo ou da competicio com o receptor das moléculas sinalizadoras
(MARTIN; HOVEN; COOK, 2008; TRENTIN; GIORDANI; MACEDO, 2013), devido
semelhanca estrutural dos compostos naturais com as moléculas sinalizadoras.
Desta maneira, a producédo de EPS e outras atividades séo prejudicadas (LAZAR,
2011).

Gopu, Kothandapani e Shetty (2015) avaliaram dois extratos da
polpa do fruto de Jamboldo, o extrato hidroetandlico (25:75) com resultados
satisfatorios na atividade inibitoria na producdo de EPS por K. pneumoniae; e o

extrato hidrometandlico (30:70) apresentou atividade anti-quorum sensing.

5.5.2.2 Ensaio de MTT para andlise da atividade antimicrobiana sobre biofilme
formado

O efeito do extrato EBE100 contra biofiime formado de E.coli é
apresentado na Figura 28. Assim como nas ceélulas planctonicas avaliadas, todas as
concentracOes testadas nédo apresentaram acao sobre o biofilme formado. Mesmo
na maior concentracao testada (4000 pg/mL), houve a reducdo de viabilidade de
células sésseis apenas em 4,46% e 6,21% para 24 e 48 horas de tratamento,
respectivamente. Sendo este resultado ja esperado, uma vez que neste estudo ndo
foi encontrado valor de CIM do extrato de jamboldo para E.coli, ou seja, o extrato
nao afeta facilmente células livres, portanto a possibilidade de afetar células

envolvidas em uma estrutura complexa como a de biofilme é menor.
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Figura 28- Reducédo de células viaveis sésseis do biofilme formado de E.coli na
presenca do extrato EBE100 do fruto do Jambolao (S. cumini).
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Um agravante associado aos biofilmes bacterianos é a sua
resisténcia aos agentes antimicrobianos (CARTAXO, 2014). Bactérias que vivem
nessas comunidades sédo frequentemente 10 a 1000 vezes mais tolerantes aos
antimicrobianos do que quando estdo na forma planctonica (TRENTIN; GIORDANI;
MACEDO, 2013). Considerando essa caracteristica, foram realizados um tratamento
no periodo de 24 horas e outro em 48 horas, além de utilizar uma concentragédo
duas vezes mais alta comparada a do teste de MIC.

Os resultados apontam que as varidveis tempo de contato e
concentracédo de jambolao ndo afetam o metabolismo microbiano do biofilme de E.
coli, ou seja, o tempo de contato do extrato com o biofiime e a concentracdo de
extrato nos tratamentos (24 e 48 horas) nao interferiram na porcentagem de células
sésseis viaveis em comparacdo ao controle de biofilme nao tratado. A partir dessa
investigacdo, € notavel que a inibicdo de formacao de biofilme seja mais facil de ser
alcancada do que a erradicacao de biofilme ja estabelecido.

Diversos fatores tém sido postulados para explicar a maior
resisténcia de células incorporadas a biofilmes aos antimicrobianos, tais como a
baixa penetracdo de agentes quimicos na matriz EPS, que atua como barreira fisica
interagindo e retendo parte dos agentes antimicrobianos, sequestrando o0s
antimicrobianos hidrofilicos e carregados positivamente (TRENTIN; GIORDANI;
MACEDO, 2013).
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Apesar de ndo apresentar acdo contra células sésseis do biofilme
formado, uma alternativa e estratégia de aplicacdo a ser considerada € a utilizacao
do extrato em conjunto com outro antibiotico; a combinacdo atuaria em duas frentes
distintas, o antibidtico afetando a viabilidade celular e o extrato na inibicdo da

formacéao de biofilme.
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6. CONCLUSAO

O solvente extrator EtOH 100% foi o mais eficiente na extracéo de
compostos fendlicos e flavonoides.

A técnica MRM foi eficaz na identificacdo quimica do EBE100 foi
eficaz, indicando a presenca de acidos fendlicos e antocianinas, que podem ser
atribuidos a atividade antioxidante e anti-biofilme.

O extrato EBE100 possui potencial bioativo, com bons resultados na
capacidade antioxidante pelos métodos de DPPH, ABTS, FRAP e batofenantrolina.
Os resultados encontrados para citotoxicidade de EBE100 foram baixos, variando de
0% a 3,97% de hemdlise, mesmo para as mais altas concentracdes testadas.

Para atividade antimicrobiana, o extrato n&o apresentou acao frente
a células planctbnicas mesmo na maxima concentracdo testada 2000 pg/mL, mas
teve acdo na reducdo de biomassa e viabilidade celular na formacéo do biofilme de
E.coli.

Embora o extrato EBE100 n&o tenha demonstrado o mesmo
patamar de ativididade antioxidante e antimicrobiana de alguns extratos ou
compostos isolados, pode-se concluir que o extrato produzido nas condi¢cdes deste
estudo, pode ser considerado fonte antioxidante natural e com acao na formacéo
biofilmes, e podendo ser utilizados em associagdo com outros produtos para estes

fins.
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