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RESUMO

Eugenia brejoensis, uma planta encontrada em regides da caatinga chamadas de brejos de
altitude, é conhecida como cutia e utilizada popularmente como medicinal. O presente trabalho
objetivou extrair, caracterizar, avaliar a atividade antimicrobiana, a citotoxicidade e o potencial
antioxidante dos extratos de folhas de E. brejoensis. Para isso foi realizada a extracdo etandlica do
material coletado e o extrato obtido foi fracionado por polaridade, resultando em fracdes de ciclohexano,
tolueno, acetato de etila e metanol. O teor de fendis dos extratos e fracdes foi determinado utilizando o
reagente Folin-Ciocalteu e como padrdo o &cido gélico. A determinacdo de flavonoides foi realizada
utilizando a quercetina como padréo. O contetdo fendlico foi verificado por técnicas de cromatografia
em coluna de alta eficiéncia (CLAE) e cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia (CCDAE).
A atividade antioxidante foi determinada a partir dos métodos de sequestro do radical DPPH e ABTS.
A acéo antimicrobiana foi avaliada por meio do teste de difusdo em disco de papel. Foram utilizadas as
bactérias Gram positivas Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus e Enterococcus faecalis, a Gram
negativa Escherichia coli e a levedura Candida albicans. A atividade citotoxica dos extratos foi
realizada utilizando o método de MTT em linhagens de células HeLa em meio DMEN. Os resultados
dos testes quantitativos demonstraram gue as fracGes acetato de etila e metanol detém a maior parte dos
compostos fendlicos, confirmado nos resultados da CCDAE. Na atividade antioxidante as fracGes
acetato e metanol destacaram-se como as de maior percentual de acdo oxidativa, ambos com
aproximadamente 90% de inibi¢&o no teste com 0 DPPH e inibigdo de 84% para a fracao acetato e 98%
para a fragdo metanol no teste do radical ABTS. Na verifica¢do do fator de prote¢do solar (FPS) a fracéo
metanol apresentou uma taxa de protecdo semelhante a do padrdo quercetina, sendo um resultado de
grande destaque. A atividade antimicrobiana dos extratos destacou o potencial da fragdo ciclohexano
que conseguiu inibir o crescimento das bactérias S. aureus, M. luteus e E. coli. Em relagdo a
citotoxicidade, frente a linhagem de HeLLA as fragBes ciclohexano e acetato de etila conferiram uma taxa
de mortalidade elevada. Diante das células eritrocitarias de carneiro, ndo houve dano por fragilidade
osmotica, a ndo ser frente ao extrato bruto, porém apenas na concentracdo mais alta (1000 pg/mL). A
partir de todos os resultados obtidos, conclui-se que os extratos das folhas de E. brejoensis apresentam
grande quantidade de compostos fendlicos, que garantem a esses extratos uma atividade antioxidante
relevante, com destaque para o fator de protecdo solar, aumentando assim o interesse farmacoldgico
nessa espécie, principalmente em relacdo a producdo de cosmeéticos voltados para a protecdo contra a
acdo dos raios solares. Além disso, os extratos também apresentaram atividade antimicrobiana, com
destaque para a agdo frente a E. coli, uma bactéria Gram-negativa. Em relacdo a citotoxicidade, 0s
extratos foram ativos contra células tumorais e ndo agrediram células saudaveis de carneiro, sendo um

aspecto positivo para vislumbrar a producdo de farmacos antitumorais utilizando essa espécie.

Palavras-chave: Compostos fenolicos. Atividade antioxidante. Cromatografia. Citotoxicidade.



ABSTRACT

Eugenia brejoensis, a plant found in regions of the caatinga called brejos de altitude, is known
as cutia and popularly used as medicinal. The present study aimed to extract, characterize, evaluate the
antimicrobial activity, cytotoxicity and antioxidant potential of E. brejoensis leaf extracts. For this
purpose, the ethanol extraction of the collected material was performed and the extract obtained was
fractionated by polarity, resulting in fractions of cyclohexane, toluene, ethyl acetate and methanol. The
phenol content of extracts and fractions was determined using the Folin-Ciocalteu reagent and gallic
acid as standard. The determination of flavonoids was performed using quercetin as a standard. The
phenolic content was verified by high performance column chromatography (HPLC) and thin layer high
performance chromatography (CCDAE). Antioxidant activity was determined using DPPH and ABTS
radical scavenging methods. The antimicrobial action was assessed using the paper disk diffusion test.
Gram positive bacteria Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus and Enterococcus faecalis, Gram
negative Escherichia coli and the yeast Candida albicans were used. The cytotoxic activity of the
extracts was performed using the MTT method on HelLa cell lines in DMEN medium. The results of the
quantitative tests showed that the ethyl acetate and methanol fractions contain most of the phenolic
compounds, confirmed in the results of the CCDAE. In the antioxidant activity, the acetate and methanol
fractions stood out as those with the highest percentage of oxidative action, both with approximately
90% inhibition in the test with DPPH and 84% inhibition for the acetate fraction and 98% for the
methanol fraction in the test. of the radical ABTS. In the verification of the sun protection factor (SPF),
the methanol fraction showed a protection rate similar to that of the Quercetin standard, being a result
of great prominence. The antimicrobial activity of the extracts highlighted the potential of the
cyclohexane fraction that was able to inhibit the growth of S. aureus, M. luteus and E. coli bacteria.
Regarding cytotoxicity, compared to the HeLA strain, the cyclohexane and ethyl acetate fractions
conferred a high mortality rate. Before the erythrocyte cells of the sheep, there was no damage due to
osmotic fragility, except when compared to the crude extract, but only at the highest concentration (1000
Kg / mL). From all the results obtained, it is concluded that the extracts of the leaves of E. brejoensis
have a large amount of phenolic compounds, which guarantee these extracts a relevant antioxidant
activity, with emphasis on the sun protection factor, thus increasing the interest pharmacological in this
species, mainly in relation to the production of cosmetics aimed at protecting against the action of the
sun's rays. In addition, the extracts also showed antimicrobial activity, with an emphasis on the action
against E. coli, a Gram-negative bacterium. Regarding cytotoxicity, the extracts were active against
tumor cells and did not harm healthy sheep cells, being a positive aspect to envision the production of

antitumor drugs using this species.

Keywords: Phenolic compounds. Antioxidant activity. Chromatography. Cytotoxicity.
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1 INTRODUCAO

O Brasil ¢ detentor da maior diversidade genética em espécies de plantas no mundo, no
entanto menos de 10% foram investigadas quanto as suas caracteristicas bioldgicas e, menos de
5% foram submetidas a estudos fitoquimicos detalhados (AMARANTE, et al., 2011). O
semiarido nordestino possui uma vegetacdo caracteristica, com destaque para 0 dominio
Caatinga, que compreende formacdes vegetais altamente ameacadas e que ainda é fonte pouco
conhecida de recursos naturais com os mais diversos potenciais (SILVA, 2017). Espécies
medicinais da Caatinga e dos brejos de altitude sdo utilizadas na medicina popular e na
formulacdo de produtos fitoterapicos, porém, os estudos quimicos e bioldgicos na regido ainda
sdo escassos, diante da grande diversidade apresentada (SANTOS, et al., 2018).

Os compostos produzidos pelos vegetais sdo agrupados em dois Sistemas Metabdlicos:
0os metabdlitos primarios, destinados ao crescimento e manutencdo vegetal, tais como
carboidratos, aminoacidos e lipideos; e os metabdlitos secundarios que sdo compostos
elaborados a partir de reacbes enzimaticas que transformam os metabolitos primarios e sdo
utilizados principalmente para protecao contra agressores externos ou para atrair polinizadores.
Estes compostos apresentam uma vasta diversidade e s&o classificados como compostos
fenolicos, terpenoides, 6leos essenciais e alcaloides, entre outros.

A familia Myrtaceae é constituida por 145 géneros e aproximadamente 6000 espécies
(The Plant List, 2020), distribuidos majoritariamente nas regides tropical e subtropical do
planeta, apresentando centros de diversidade em regides da Australia, sudeste da Asia e
América, com pouca ocorréncia de espécies na Africa (WILSON, 2001). Para o maior género
Myrtaceae do “novo mundo”, Eugenia L., estima-se uma quantia de cerca de 1009 espécies
(GOVAERTS, 2008), distribuidas desde a regido sul do México, a paises como Cuba, Uruguai,
Argentina e regides das Antilhas, com um pequeno nimero de espécies (ca. 60) na Africa
(MEWRE, 2004). Diversas espécies de Eugenia tém sido reportadas em usos na medicina
popular. A espécie arbustiva Eugenia uniflora vem sendo investigada e apontada como efetiva
no tratamento das desordens digestivas, € € comumente indicada como antifebril,
antirreumatica, anti-inflamatoria, diurética e foi reportada a acdo de seus componentes no
controle dos niveis de glicose no sangue (OLIVEIRA, 2006). Além disto, algumas espécies sao
utilizadas na medicina popular devido suas a¢des anti-hipertensivas, antifebris, antirreumaticas,
antidiarréicas, (E. uniflora and E. dysenterica) (OGUNWANDE, 2005; KANAZAWA, 2000;
LIMA, 2011), e propriedades antidiabéticas (E. jambolana) (TIMBOLA, 2002), sendo todas
essas atividades associadas a compostos volateis em suas folhas e frutos (DE MORAIS, 1996;
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OLIVEIRA, 2006). Registros indicam que espécies de Eugenia possuem um importante papel
ecologico em florestas tropicais (CARDOSO, 2006; RAMOQOS, 2010). Elas dispersam suas
sementes proporcionando frutos comestiveis e atraentes para diversos animais. Muitas espécies
de Eugenia sdo conhecidas por seus frutos comestiveis, tais como E. uniflora (LEE, 1997) e E.
edulis (HUSSEIN, 2003).

A Eugenia brejoensis Mazine é uma arvore arbustiva, popularmente é conhecida como
“cutia” e é encontrada apenas na Reserva Particular do Patriménio Natural Bitury (municipio
de Brejo da Madre de Deus) e no Parque Nacional do Catimbau (municipios de Buique,
Tupanatinga e Ibimirim) (MAZINE & CASTRO 2008), em locais conhecidos como Florestas
Montanas, também denominadas Brejos de Altitude, localizados na regido semiarida
(Caatinga). Tradicionalmente, as folhas, frutos e os ramos séo usados no tratamento da diarreia,
febre e reumatismo pela populacdo local. Estudos recentes demonstraram que 0s extratos
metanolicos das folhas, ramos e frutos da cutia possuem grande potencial antimicrobiano
(TRENTIN et al. 2011; AZEVEDO et al., 2012).

Mesmo havendo investigacdes iniciais sobre 0s compostos bioativos oriundos da E.
brejoensis, o rol de informacdes ainda se encontra escasso e existe um ndmero muito reduzido
de publicacbes cientificas a respeito de sua composi¢do quimica e de possiveis efeitos e
aplicacOes farmacologicas. Inclusive, o desenvolvimento de novas estratégias e de liberacdo de
recursos terapéuticos pode ser melhor direcionado quando existem estudos que contribuem para
ampliar o conhecimento de tratamentos alternativos associados a plantas medicinais.

Tendo em vista 0s aspectos supracitados, o presente trabalho propds trazer contribuicdes
cientificas sobre as propriedades dos extratos e fracdo de folhas da E. brejoensis, ressaltando
gue o género Eugenia apresenta-se comprovadamente como fonte de metabdlitos secundarios
utilizados na medicina popular e varias acdes da espécie ja foram relatadas na literatura
cientifica. Também objetiva-se contribuir com o estudo quimico e bioldgico desta espécie
boténica, agregando informacdes inclusive para promover o uso seguro desta espécie pela

populacéo.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral
Avaliar a composigdo quimica e as atividades antimicrobiana, citotoxica e antioxidante

dos extratos das folhas de E. brejoensis.

1.1.2 Objetivos especificos

Obter o extrato das folhas de E. brejoensis através de extracdo hidroalcdolica até o esgotamento;
Efetuar fracionamento do extrato através de filtracdo utilizando silica gel e gradiente de
solventes organicos;

Verificar a composi¢do quimica dos extratos e das fracGes através de técnicas cromatogréaficas
avancadas (CLAE e CCDAE);

Avaliar a capacidade antioxidante “invitro” dos extratos e frag0es a partir dos testes de reducéo
dos radicais DPPH e ABTS, da quantificacdo de fendis e flavonoides e do teste do Fator de
Protecéo Solar (FPS);

Avaliar a atividade antimicrobiana “in vitro” dos extratos e fragdes das folhas de E. brejoensis
por meio do teste de difusdo em disco;

Analisar a fragilidade osmotica causada pelos extratos e fracdes frente a células eritrocitarias
de carneiro;

Analisar a citotoxidade “in vitro” dos extratos e fragdes das folhas de E. brejoensis frente a
células da linhagem HelLa;
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 O DOMINIO CAATINGA

Com uma area de aproximadamente 8.500.000 km?, o Brasil € o pais com a maior area
de florestas tropicais do mundo. Dentro de suas propor¢des continentais, ostenta a maior
diversidade do planeta, com aproximadamente 43.900 espécies vegetais (PEGAS e CASTLEY,
2016). A Caatinga localiza-se no nordeste do Brasil, cobrindo 70% do Nordeste com uma area
de aproximadamente 844.453 km2 (MMA, 2018). A média anual de precipitacdo é de cerca de
750 mm (ANDRADE, 2017). O termo “Caatinga” ¢ originario do Tupi e significa “mata
branca”, representando o aspecto da vegetacao durante a estacao seca, periodo no qual a maioria
das arvores perde as folhas e o aspecto que predomina € o dos troncos esbranquicados e
brilhantes (FILIZOLA e SAMPAIO, 2015) (Fig. 1).

Figura 1. O aspecto da vegetacdo da Caatinga
S ' Sl 7

3! 7

FONTE: www.cartazdacidade.com.br

A Caatinga € o Unico dominio exclusivamente brasileiro, abrangendo os estados do
Ceard, Rio Grande do Norte, Piaui, Pernambuco, Alagoas, Paraiba, Sergipe, Bahia e Minas
Gerais, ocupando 11% de todo territério nacional (ANDRADE et al., 2010). Sua vegetacéo €
constituida majoritariamente por espécies herbaceas e lenhosas, geralmente de pequeno porte e
dotada de espinhos. As familias mais abundantes sdo Caesalpinaceae, Mimosaceae,
Euphorbiaceae, Fabaceae e Cactaceae e 0s géneros Senna, Mimosa e Pithecellobium sdo os que

apresentam o maior nimero de espécies (GOMES et al., 2006). A Caatinga tem o potencial
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hidrico reduzido no solo como caracteristica, apresentando um prolongado periodo de estagdo
seca, entre sete e dez meses, possuindo flora nativa com caracteres anatémicos, morfologicos e
funcionais especializados para garantir a sobrevivéncia destas plantas diante das condicoes
adversas de clima e solo (DRUMOND et al., 2000). Como consequéncia da acdo de sistemas
para producdo agricola que predominam na regido, a vegetacao vigente do semidrido brasileiro
se constitui como um mosaico, formado por pequenas areas com tempos de regeneracao
diferenciados, incluindo poucas areas de Caatinga madura preservada. Apesar da incrivel
biodiversidade, a vegetacdo original de Caatinga ja teve cerca de 45% de sua &rea total alterada
e fragmentada por atividades humanas, resultando em perda de paisagens com consequéncias
graves para a manutencao da biodiversidade, que podem levar ao desaparecimento de espécies
e organismos endémicos (CASTELLETTI, 2005; LEAL et al.,, 2005). Levando em
consideracdo a velocidade da devastacdo da Caatinga, unidades de conservacdo tém sido
criadas. Atualmente, a Caatinga conta com 168 unidades de conservagdo que somam 6.423.956
hectares, aproximadamente 7,8% do dominio (TEIXEIRA, 2016).

2.2 PLANTAS MEDICINAIS

O uso das plantas como medicamento remete aos primordios da histéria da humanidade.
O conhecimento tradicional sobre o uso das plantas no tratamento de doencas é vasto e, em
muitos casos, acaba sendo o Unico recurso disponivel que a populagdo rural de paises em
desenvolvimento possui ao seu alcance (PASA et al.,, 2005; AGRA et al., 2008). Séo
consideradas plantas medicinais as espécies que possuem principios ativos Uteis a saude,
reconhecidos para cura, prevencdo, diagndstico ou tratamento sintomatico de doencas,
administradas sob qualquer forma, utilizando exclusivamente matéria-prima vegetal (FOGLIO
et al., 2006). E estimado que cerca de 70 a 90% da populacio de paises desenvolvidos como
Franca, Italia e Alemanha, quanto de paises em desenvolvimento como o Brasil, México e india
utilizam plantas medicinais com base no conhecimento popular, sendo a medicina popular a
principal fonte de prevencéo, tratamento e manutencao da satde de grande parte da populacédo
no planeta (WHO, 2011). A eficacia das plantas medicinais no tratamento de doencas e 0
conhecimento transmitido de geracdo em geracao de forma empirica acerca de seu uso e preparo
séo fatores que contribuem para sua utilizagdo constante por populagdes tradicionais. Algumas
premissas norteiam o uso das plantas como medicamento, tal como o reconhecimento dos locais
de aquisicdo, qual parte da planta sera utilizada e principalmente 0 modo de preparo das

espécies nativas, que resgatam técnicas terapéuticas comumente utilizadas no passado, sempre
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com o cuidado de registrar o modo informal de aplicagcdo desses conhecimentos, visando a
valorizacdo da medicina popular (GOMES, 2007).

Relatos acerca da composicéo floristica e a estrutura de remanescentes de Caatinga
ainda apresentando boas condigdes de conservacdo sdo ferramentas importantes no
entendimento de aspectos da ecologia regional, servindo como base para a sua conservacao ou
exploracdo sustentavel. Espécies encontradas na Caatinga como o Mulungu (Erytrina mulungu
), Aroeira (Myracrodruon urundeuva), Pau-d’arco-roxo (Tabebuia impetiginosa), Angico
(Anadenanthera peregrina), Umburana (Amburana cearenses), Catingueira (Caesalpinia
pyramidalis), Mororé (Bauhinia forficata), Sucupira (Bowdichia virgiloides), Jatoba
(Hymenaea courbaril) entre outras, sao bastante utilizadas (ROQUE et al., 2010; PAULINO et
al., 2011; GUEDES et al., 2012) O uso dessas espécies sem haver a comprometimento com a
preservacao do ecossistema torna-se um fator preocupante, pois estas ja podem ser consideradas
ameacadas como consequéncia do uso de técnicas destrutivas para a obtencéo do produto, como
por exemplo a retirada da casca do caule, afetando os sistemas condutores da planta (SOUZA
GOMES, 2008).

Vérias atividades bioldgicas resultantes das propriedades de plantas da Caatinga tém
sido comprovadas em estudos recentes, reportadas mediante avaliacdo cientifica dos
conhecimentos transmitidos popularmente, tais como atividade antioxidante (ARANDA-
SOUZA, et al., 2012), anti-inflamatdria (ROQUE, 2010), antiparasitaria (FRASSON, 2012),
antimicrobiana (TRENTIN et al., 2011; SILVA et al., 2012), antitumoral (MELO et al., 2011),

dentre outras.

2.3 Eugenia brejoensis MAZINE

A familia Myrtaceae é constituida atualmente por 132 géneros e 5.800 espécies e
corresponde a 1,32% do total das Angiospermas conhecidas, um nimero altamente representativo,
quando considerado um total de 400 familias, e apresenta-se distribuida na maioria das formacdes
vegetais brasileiras. O género Eugenia L. € o maior da familia Myrtaceae, estimando-se um
quantitativo de 1.009 espécies, distribuidas desde o Sul do México, Cuba, Brasil, Antilhas até o
Uruguai e Argentina, com espécies representantes no continente africano (GOAVAERTS et al.,
2008; STEFANELLO, PASCOAL e SALVADOR, 2011). De acordo com dados da literatura,
espécies do género Eugenia possuem um importante papel ecolégico em florestas tropicais, pois
elas dispersam suas sementes por proporcionar frutos comestiveis, que sdo atrativos para muitos
tipos de animais (CARDOSO e SAJO 2006; RAMOS et al., 2010). Muitas espécies de Eugenia sdo
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apreciadas por seus frutos comestiveis, tais como a jacuntinga, E. edulis (HUSSEIN et al., 2003) a
pitanga, E. uniflora (LEE et al., 1997). A E. brejoensis Mazine é uma conhecida popularmente

como “cutia” (Figura 2).

Figura 2. Eugenia brejoensis Mazine
W ';'

FONTE: images.google.com

Eugenia brejoensis é uma espécie encontrada na Reserva Particular do Patriménio
Natural Bitury (municipio de Brejo da Madre de Deus) e no Parque Nacional do Catimbau
(municipios de Buique, Tupanatinga e Ibimirim) (MAZINE e CASTRO 2008), em locais
conhecidos como Florestas Montanas, que também podem ser denominadas como Brejos de
Altitude, estando localizados na regido semiérida (Caatinga). Em relacéo ao seu uso tradicional
no tratamento de desordens, relata-se que folhas, frutos e os ramos s&o usados pela populagdo
local contra diarreia, febre e reumatismo. Estudos recentes demonstraram que 0s extratos
metandlicos das folhas, ramos e frutos da cutia possuem grande potencial antimicrobiano
(TRENTIN et al. 2011; AZEVEDO et al., 2012). Outros estudos apontam que o 6leo essencial
das folhas da E. brejoensis possui atividade larvicida e antimicrobiana (SILVA, 2015;
MENDES, 2018).
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2.4 METABOLITOS SECUNDARIOS

O metabolismo ¢ definido como o conjunto de rea¢fes quimicas que ocorrem no interior
das células. O metabolismo vegetal pode ser dividido basicamente em primario e secundario. O
metabolismo primario caracteriza-se por processos comuns € pouco variaveis a grande parte
dos vegetais, que promovem a sintese de carboidratos, proteinas, lipidios e &cidos nucleicos. O
metabolismo secundario produz substancias vitais para as plantas, que geralmente atuam como
atrativos ou repelentes de polinizadores, dissuasores de herbivoria, na prote¢do contra radiacao
UV e poluicdo, estresse hidrico, na sinalizacdo intraespecifica, na alelopatia, dentre outras
fungdes (REZENDE et al., 2016). Uma classificacéo bésica para os metabdlitos secundarios inclui
trés grandes grupos: compostos fenolicos, terpenos e alcaloides. Os compostos fendlicos séo
derivados do acido chiquimico e do acido mevaldnico. Os terpenos, por sua vez, sdo produzidos a
partir do acido mevaldnico ou piruvato e 3-fosfoglicerato. Os alcaloides, compostos secundarios
nitrogenados, sdo produzidos a partir de aminoacidos aromaticos, os quais sao derivados do acido
chiquimico e de aminoacidos alifaticos (BERNARDES, et al., 2010). Os flavonoides, as ligninas e
os taninos sao classificados como compostos fendlicos; Saponinas, carotenoides e a maioria dos
hormonios vegetais por sua vez pertencem a classe dos terpenos; cafeina, cocaina e nicotina séo
exemplos de alcaloides (BELL et al., 1980). As vias de sintese do metabolismo secundéario estdo

ligadas diretamente ao metabolismo primario (Fig. 3).
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Figura 3. Esquema geral das vias de biossintese do metabolismo vegetal secundério (retangulos rosas)
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Estudos apontam que a producdo de metabdlitos secundarios se intensifica quando a planta
vive em areas que apresentam condic¢des adversas (MORO, 2010; OLIVEIRA, 2016), como é o
caso do semiarido nordestino. Sendo assim, torna-se crucial a busca por principios ativos com
atividades biologicas que sdo produzidos nas plantas da Caatinga, realizando a identificacdo e
caracterizacdo desses compostos.

O isolamento de metabolitos secundarios das plantas compreende basicamente trés etapas,
que consistem em coletar e realizar a classificagdo botanica, extrair e purificar os constituintes
quimicos e caracterizar e determinar as estruturas dos compostos purificados. Obedecendo a
logistica, primeiro séo definidos a espécie da planta e o local de coleta, sendo 0 material botanico
coletado e em seguida encaminhado a um herbario para identificacdo e registro da planta, onde
constara os nomes cientifico e popular, familia botanica, local e data da coleta, indicagdes
terapéuticas, entre outras informaces pertinentes (BEZERRA FILHO, 2014).

O material vegetal passa pelo processo de desidratacdo e trituracdo, para posteriormente
haver a preparacgao dos extratos. A extracdo de compostos de diferentes tecidos das plantas (folhas,
frutos, raizes, etc.) pode ser feita por método a frio (percolagdo) ou a quente (Soxhlet), dentre outros
métodos. A preparacdo de extratos para uma Unica extracéo (a frio ou a quente) consta geralmente
de apenas um solvente de caracteristica polar (metanol ou etanol); para a obtencédo de fracdes do
extrato, utiliza-se solventes seguindo um gradiente de polaridade, sendo uns mais apolares (hexano
ou éter de petroleo), outros de polaridade moderada (cloroférmio ou diclorometano) e os polares
(metanol ou etanol)( BEZERRA FILHO, 2014). Os tipos distintos de solventes utilizados irdo
preferencialmente extrair alguns compostos especificos ou grupo de compostos, sempre sob

influéncia da polaridade, como listado na tabela 1.

Tabela 1 — Tabela dos solventes e respectivos metabdlitos secundarios extraidos (FONTE: BEZERRA

FILHO, 2014)

SOLVENTE(S) PRINCIPAIS COMPOSTOS
EXTRAIDOS

Hexano Cumarinas de  Furano;  Lipideos,

pigmentos e ceras

Cloroférmio,Eter etilico e Diclorometano | Terpenos, Alcaloides, Antraquinonas,
Esteroides, Glicosideos cardiotbnicos

Acetato de etila, butano Cumarinas, Flavonoides, Terpenos e
Esteroides

Etanol e Metanol Heterosideos

Misturas hidroalcéolicas e Agua Saponinas, Taninos, Flavonoides e

Aclcares
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Apds esse processo, 0s extratos obtidos sdo utilizados em testes subsequentes, visando

identificar as atividades e a composicao desses extratos.

2.5 SUBSTANCIAS ANTIOXIDANTES

De acordo com a definicdo de Halliwell (2001), antioxidantes sdo substancias que
guando mesmo presentes em baixas concentracbes em relacdo a substratos oxidaveis
(carboidratos, lipidios, &cidos nucléicos ou proteinas) retardam ou previnem, de modo
significativo, a oxidagdo dessas moléculas, atuando por meio da inibicao de reacdes oxidativas
em cadeia, através de diferentes mecanismos. Essas substancias podem apresentar propriedades
protetivas variadas, agindo em diversas etapas do processo oxidativo e funcionando através de
diferentes mecanismos, sendo, portanto, classificadas em duas categorias principais:
antioxidantes primarios e secundarios. S&o considerados antioxidantes primarios 0s compostos
capazes de inibir ou retardar a oxidacdo por meio da inativacdo de radicais livres por um
mecanismo de doacdo de atomos de hidrogénio ou de elétrons, transformando os radicais em
substancias estaveis. Por sua vez, os denominados antioxidantes secundarios apresentam uma
maior variedade de modos de atuacdo: ligacdo de ions metélicos (alteragdo de valéncia);
inativacdo de ERO, conversdo de hidroperoxidos em espécies ndo-radicalares ou absorgéo de
radiacdo UV (MAISUTHISAKUL et al., 2007).

No interior das células aerobicas ocorrem diversas reagfes oxidativas, incluindo a
prépria respiracdo. Esses processos levam a formacao de radicais livres, que causam danos ao
organismo e sdo responsaveis pelo aparecimento de muitas doencas, como: inflamacdes,
tumores malignos, mal de Alzheimer e doencas cardiovasculares, como também sdo capazes de
acelerar o processo de envelhecimento (SIKORA et al., 2008). Por outro lado, estudos recentes
constatam que os radicais livres também contribuem para um funcionamento fisioldgico e
celular adequado, além de contribuirem na producao de energia e na regulagdo do metabolismo
(RAHAL et al., 2014). Contudo, as células humanas necessitam de certa capacidade
antioxidante para fornecer protecdo contra os danos advindos da acdo dos radicais livres e
espécies reativas do oxigénio (ERO), que surgem como produto natural da vida aerdbica, porém
igualmente prejudicial. Buscando uma prote¢do mais eficaz, os tecidos humanos utilizam um
sistema antioxidante integrado, que € basicamente um arranjo de diversas substancias
lipossoluveis (vitamina E; carotendides), hidrossollveis (acido ascorbico; glutatinona) e

enzimaticos (glutatinona peroxidase; superoxido dismutase; catalase) (MCLEAN et al., 2005).
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Sendo assim, as substancias antioxidantes sdo cruciais para a manutengdo da satude humana,

prevenindo os males causados pelos processos oxidativos.

2.5.1 Antioxidantes de origem natural

Ao final do século XX ja era grande o interesse em buscar antioxidantes de origem
natural destinados a preservacdo de produtos alimenticios ou para uso farmacéutico,
normalmente com o intuito de substituir antioxidantes de origem sintética. Esse interesse
justifica-se principalmente pelo fato de que os radicais livres estdo geralmente relacionados ao
desenvolvimento de varias desordens organicas, portanto o consumo de substancias
antioxidantes pode produzir uma acdo protetora efetiva contra 0s processos oxidativos que
naturalmente ocorrem no organismo (ZHENG e WANG, 2001; ARREDONDO et al., 2004;
WILLCOX et al.,, 2004; SOOBRATTEE et al., 2005). As perspectivas em relagdo as
propriedades antioxidantes de substancias de origem natural relacionam-se ao cuidado da satde
humana, haja vista que estudos indicam que muitos dos compostos antioxidantes presentes na
dieta convencional humana apresentam atividades anti-inflamatoria, antiaterosclerotica,
antitumoral, antimutagénica, anticarcinogénica, antibacteriana e antiviral, sendo associadas
também a prevencdo de cancer, doengas cardiovasculares e neurodegenerativas, geralmente por
meio do consumo de frutas frescas, infusdes e vegetais ricos em antioxidantes naturais, o que
sugere que um maior consumo desses compostos diminuiria o risco de mortalidade relacionado
a essas enfermidades (COOK e SAMMAN, 1996; DE RIJK et al., 1997; VELIOGLU et al.,
1998; CAl et al., 2004; WILLCOX et al., 2004; SOOBRATTEE et al., 2005; VALKO et al.,
2006). O potencial terapéutico das espécies vegetais pode ser em parte associado a capacidade
que estas apresentam de neutralizar espécies reativas de oxigénio, sempre associadas as
enfermidades para as quais a planta é indicada (DESMARCHELIER et al.,, 2000). A
constituicdo molecular das espécies vegetais pode apresentar uma ampla variedade de
substancias capazes de inativar os radicais livres, tais como compostos fendlicos (acidos
fenolicos, flavonoides, quinonas, cumarinas, estilbenos, taninos, etc), vitaminas (E, C),
compostos nitrogenados (alcaldides, aminas), terpendides (carotendides), entre outros
metabolitos endbégenos que exercem acdo antioxidante (VELIOGLU et al.,, 1998;
HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2001; DESMARCHELIER et al., 2000; NG et al., 2000;
ZHENG e WANG, 2001; SOOBRATTEE et al., 2005; O’BRIEN et al., 2006).
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2.5.1.1 Compostos Fendlicos

Os compostos fendlicos sé@o conhecidos por serem um grupo de substancias que inclui
uma grande diversidade de estruturas, com variados niveis de complexidade. Aos compostos
fendlicos, com destaque aos flavonoides, é atribuida a atividade antioxidante dos componentes
produzidos pelos vegetais. Tais componentes atuam como agentes redutores, sequestrando
radicais livres, quelando metais ou desativando espécies reativas de oxigénio e/ou exibindo,
simultaneamente, mais de uma dessas fun¢des (BURQUE, 2015).

O termo fendlico estd quimicamente associado ao fato de serem substancias estruturadas
por pelo menos um anel aromatico no qual ao menos um hidrogénio encontra-se substituido por
um grupamento hidroxila, incluindo fungdes derivadas, como éster, metiléter, glicosideos, entre
outros. Definir os compostos fenolicos apenas como metabdlitos secundarios de plantas néo é
algo totalmente satisfatorio, tendo em vista que é necessario considerar a origem biossintética
para a classificacdo dessas substancias (FERREIRA, 2009). A cada classe de composto ha
variacdo estrutural, especialmente pela presenca de diferentes substituintes no anel aromatico
comum. Muitas classes de polifendis que sdo encontradas na natureza apresentam-se como
derivados dos grupos pirogalol, resorcinol, hidroguinona, catecol ou floroglucinol (Fig. 4)
(CARVALHO et al., 2003; SOOBRATTEE et al., 2005).

Figura 4. Compostos fendlicos: Pirogalol (1), resorcinol (2), hidroguinona (3), catecol (4) ou

floroglucinol (5)
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Dados da literatura relatam uma relacdo direta entre a atividade antioxidante e o
contetdo de substancias fendlicas em plantas (PAREJO et al., 2003; CAl et al., 2004;
MILIAUSKAS et al., 2004; KATALINIC et al., 2006). Os polifendis apresentam estrutura
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quimica ideal para produzir agao antioxidante devido as suas propriedades redox, haja vista que
possuem anéis aromaticos com substituintes hidroxilicos, que irdo atuar como doadores de H
ou elétrons, desempenhando um importante papel na captacédo e neutralizacao de radicais livres,

como por exemplo o oxigénio triplete e singlete e peréxidos (ZHENG e WANG, 2001).

2.5.1.1.1 Flavonoides

Os flavonoides sdo compostos dotados de um ou mais nucleos aromaticos conectados a
substituintes hidroxilados efou seus derivados funcionais (ésteres, glicosideos). S&o
considerados um dos maiores grupos de metabdlitos secundarios das plantas, e encontrados
amplamente em frutas, folhas, chas e vinhos. Constituem pigmentos naturais importantes e nas
plantas tem como principal funcao proteger estes organismos contra agentes oxidantes (LOPES
et al., 2010). Basicamente, todos os flavonoides sdo constituidos por trés anéis, onde 0s seus
carbonos geralmente sofrem hidroxilacdo, hidrogenagéo metilagdo e sulfonacédo, favorecendo
assim a formacéo de mais de quatro mil compostos flavonoides, que sdo agrupados em classes
(GEORGIEV et al., 2014). A familia dos flavonoides inclui as antocianidinas, flavondis,

flavanois, flavanonas e flavonas (Fig. 5).

Figura 5. Diferentes tipos de flavonoides.
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Entre os metabolitos secundarios de vegetais estes compostos aparecem com relativa
abundancia (LAZARY 2010).

Em relacdo ao potencial antioxidante, os flavonoides constituem o grupo mais
representativo desta classe, para 0s quais muitos trabalhos destacam a relacdo existente entre a

sua estrutura quimica com acdo antioxidante (AMIC et al., 2003). Essas substancias sdo
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abundantes em frutas, vegetais e plantas medicinais e apresentam uma forte capacidade de
neutralizar radicais livres, além de serem menos toxicos do que antioxidantes sintéticos, como
por exemplo butil-hidroxo-anisol (BHA) e butil-hidréxi-tolueno (BHT) (HOLLMAN e
KATAN, 1997; PIETTA, 2000). Estudos tém demonstrado que a peroxidac&o lipidica pode ser
inibida por flavonoides, que atuam como fortes moléculas sequestradoras de anion superéxido
(O2-) e radical hidroxila (-OH) e supressor do oxigénio singlete (102), sendo esta atividade
intimamente associada com sua estrutura quimica, especialmente o nimero de grupamentos
hidroxila ligados ao esqueleto basico e também a sua configuragcdo. De acordo com dados da
literatura, estes compostos atuam como doadores de atomos de hidrogénio ao radical peroxila,
inibindo, entdo, a auto-oxidacdo de acidos graxos através da terminacdo da reacdo em cadeia
(COOK e SAMMAN, 1996; SOOBRATTEE et al., 2005). Estes compostos podem ainda
prevenir o dano oxidativo através de suas propriedades quelantes de ions metalicos que
participam da producdo de EROs via reagdo de Fenton, bem como mediante a inibicdo de
enzimas tais como lipoxigenase, cicloxigenase, xantina oxidase, entre outras (COOK e
SAMMAN, 1996).
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3 METODO

3.1 LOCAL DE ESTUDO

As folhas de E. brejoensis foram coletadas no Parque Nacional do Vale do Catimbau,
que fica localizado no municipio de Buique-PE (Coordenadas: 8° 30' 57" S 37° 20" 59"). Os
ensaios in vitro foram realizados no Departamento de Biofisica e Radiobiologia (UFPE), no
Laboratério de Biofisica Quimica (LBQ) e no Departamento de Bioguimica, da Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE), no Laboratério de Produtos Naturais. Os testes

antimicrobianos foram realizados no Departamento de Antibiéticos (UFPE).

3.2 TIPO DE ESTUDO

O tipo de pesquisa aplicada no presente trabalho baseou-se em preceitos de pesquisa
laboratorial, com aplicacdo experimental e o objetivo de contribuir com a pesquisa basica ou
fundamental (FONTELLES et al., 2009). Os materiais e 0 metodo dos experimentos realizados
estdo nas secOes adiante, detalhados nos artigos escritos pelo autor.
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Introducéo

O Brasil possui a maior riqueza florestal do mundo, com 238 familias, 2979 géneros e
35.931 taxons, dos quais 55,97% (20.109) sdo endémicos. Entre os dominios, o0 quarto mais
rico do pais é a Caatinga, com 5299 espécies taxonémicas, agrupadas em 175 familias e 1229
géneros; e uma taxa de endemismo de 19,62% (1000 tadxons e 28 géneros) (FLORA DO
BRASIL, 2018).

Quinta maior extensao territorial do mundo, o Brasil é conhecido por sua diversidade
bioldgica e cultural. Entre os dominios brasileiros, um é exclusivo do pais: a Caatinga.

Localizada na regido Nordeste, ocupa 11% do territério nacional, apresentando clima semiarido
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e precipitacdo, geralmente, inferior a 900mm/ano. Contudo, apesar dos periodos de seca, abriga
uma grande diversidade de espécies de plantas (ALBUQUERQUE et al., 2012; GIL, 2002).

Essa diversidade permite que a vegetacdo nativa seja utilizada para diversos fins, como
alimentacdo, pastagem, producdo de madeira e artesanato, produgdo de oleos fixos, cera e
madeira, extracdo de fibras e arborizacdo civica de ruas, pracas e jardins, além de ser
amplamente utilizada na medicina popular. Contudo, a combinacdo do uso da flora com a
exploracdo extrativa e a expansdo de areas para agricultura e pastagem causa uma reducgédo na
diversidade das plantas, bem como eliminacéo de muitas espécies (GIULIETTI et al., 2004).

Segundo dados do Ministério do Meio Ambiente (MMA), até a ultima década,
aproximadamente 46% da area do dominio Caatinga havia sido modificada (MMA, 2011).
Recentemente, o Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais (INPE) iniciou um novo
mapeamento da Caatinga e os resultados preliminares (correspondendo a 16% da area) revelam
que 42% da area é preservada, 40% da vegetacdo do dominio é modificada, 8 % do solo esta
exposto e propenso a desertificacdo e 8% € usado para a agricultura (INPE, 2016). Essas
observacdes indicam a necessidade de preservar e incentivar o cultivo de espécies nativas Uteis.

A Myrtaceae é a maior familia da ordem Myrtales, sendo dividida nas subfamilias
Myrtoideae e Leptospermoideae. Apesar de ser amplamente distribuida ao redor do mundo, é
encontrada, predominantemente, nas Américas e na Australia (LIMBERGER et al., 2004).

A familia Myrtaceae encontra-se distribuida em todos os dominios fitogeograficos
brasileiros, contabilizando quase 1000 espécies subordinadas a 23 géneros. Ela esta entre as 10
familias com maior riqueza de espécies que compdem a flora brasileira. Além disso,
corresponde a sexta maior familia em niveis de diversidade, tendo como um dos centros dessa
diversidade a Floresta Atlantica. Na Caatinga sdo encontrados 12 géneros e 98 espécies
pertencentes a familia. Entre os géneros, podemos citar Myrtus, Psidium, Pimenta, Sygyzium,
Eucalyptus, Leptospermum e Melaleuca. Destes, 0 género Eugenia se destaca com 35 espécies,
representando 35,71% das Myrtaceae do dominio (FORZZA et al., 2010; FERNANDES, 2011,
FLORA DO BRASIL 2020, 2018)

Este género é reconhecido como um dos mais importantes da familia Myrtaceae,
apresentando espécies com potencial para utilizacdo comercial, nutritiva e farmacoldgica
(SAUSEN et al., 2009)

Algumas espécies desse género tiveram as suas atividades bioldgicas comprovadas.
Entre elas, podemos citar a E. brejoensis, que é uma planta promissora no tratamento da
tripanossomiase (SOUZA et al., 2017); a E. Brasiliensis, que pode ter efeitos hipolipemiantes

e uma alta capacidade antioxidante (LIMA et al., 2017); e a E. jambolana, que tem acéo
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antimicrobiana (PEREIRA et al.,, 2017), antioxidante, anti-inflamatéria e antidiabética
(DAMETTO et al., 2017).

Contudo, a despeito das atividades ja conhecidas, sabe-se que muitas acOes
farmacoldgicas ainda ndo foram devidamente investigadas e comprovadas, 0 que possibilita
uma vasta area a ser explorada. Além disso, pode-se observar facilidade de acesso a essas
plantas, bem como o uso continuo delas por parte das populacdes menos favorecidas, que ainda
sofrem de doencas transmissiveis provocadas por microorganismos (QUEIROZ et al., 2015).
Dessa forma, surgiu o interesse em realizar uma revisao de literatura, objetivando verificar o

potencial fitoterapico das espécies Eugenia, pertencentes ao dominio Caatinga.

Metodologia

Este estudo consiste em uma revisdo blibiografica realizada a partir dos seguintes
descritores: Eugenia spp., Nordeste, Caatinga, Atividades bioldgicas e Plantas medicinais. As
informacdes sobre Eugenia spp. foram coletadas através de estudos em bases de dados
eletrénicas, incluindo Medline/Pubmed, Science Direct e Google Académico. Foram
considerados como critérios de inclusdo pesquisas relacionadas com a bioatividade das espécias
de Eugenia, encontradas na vegetacdo Caatinga Brasileira, conforme o banco de dados FLORA
DO BRASIL.

Etnofarmacologia

A etnofarmacologia resgata o uso histérico de plantas medicinais por nativos, que
adquiriram grande conhecimento através da tradicdo familiar. Entretanto, essa préatica ainda €
pouco valorizada, embora seja de grande importancia para a bioprospeccdo (QUAVE et al.,
2008).

As espécies do género Eugenia com potencial bioldgico mais descritas na literatura séo:
E. dysenterica, E. punicifolia, E. candolleana e E. brejoensis (LIMA et al., 2011; GALENO et
al., 2014; GUIMARAES et al., 2009; AZEVEDO et al., 2012). A Tabela 1 apresenta as

principais espécies de Eugenia da Caatinga e sua utilizagcdo popular como fitoterapicos.



Tabela 1: Espécies de Eugenia popularmente utilizadas para o tratamento de doengas, obtidas a partir de estudos de revisao.
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Espécies

Extracdo e/ou partes da

planta

Uso comprovado/atividade bioldgica

Referéncias

E. condolleana

Infusdo das folhas

Dor e febre

Guimardaes et al., 2009

E. uniflora

Infusdo das folhas

Antiparasitario; febre, problemas gastricos,

reumatismo, diarreia e inflamagdes

Ibikunle et al., 2011; Lorenzi; Matos,
2002; Auricchio; Bacchi 2003.

E. involucrata DC

Infusdo das folhas

Acéo antidiarreica e digestiva

Sausen et al., 2009

E. brasiliensis

Folhas, frutos e cascas

diurético, adstringente e reumatismo

Revilla, 2002

E. dysenterica

Infusdo das folhas

Diarreia, Diabetes e ictericia

Lima et al., 2011; Costa et al., 2000;
Silva et al., 2001

Extratos de polpas das frutas

Laxantes

Limaetal., 2010

Oleo essencial das folhas

Diarreia

Galheigo et al.,2015

Folha e flor

Doencas cardiacas

Conceicdo et al., 2012

Extrato metandlico de folhas

Antibacteriano

Azevedo et al., 2012

E. brejoensis Decoccdo ou infusdo de Diarréia e disenteria; dor e febre Trentin et al., 2011; Silva et al., 2015a
folhas

E. florida DC. Infuséo das folhas Diabetes Bastos et al., 2019

E. jambolana Extrato etandlico Diabetes Srivastava; Chandra, 2013.

E. malaccensis L Decoccdo da casca em agua  Disenteria Roosita et al., 2008

E. jambolana

Infusdo das folhas

Febre, constipacgéo, protetor gastrointestinal

Pai et al., 2013

E. luschnathiana

Frutos maduros

Antioxidante

Reynertson et al., 2008
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E. punicifolia Decoccéo das folhas Diabetes mellitus Brunetti et al., 2006; Galeno et al., 2014;
Grangeiro et al., 2006
E. punicifolia Extrato hidroalcodlicico das Dor e inflamacgéo Basting et al., 2014; Brandao et al., 2012
(Kunth) DC. folhas
E. stipitata Frutos maduros Doencas intestinais e da bexiga Fernandez-Trujillo
etal., 2011.
E. rigida Extrato hexanico das folhas  Leucemia Zaki et al., 2013

E. umbelliflora
O.Berg

Extrato metandlico das Inflamacdo e Ulceras

folhas

Meyre-Silva et al., 2009
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Constituintes fitoquimicos

Existem cerca de 300 compostos identificados a partir de 6leos essenciais extraidos de
espécies de Eugenia Desses, 0s sesquiterpenos ciclicos sdo predominantes, seguidos pelos
monoterpenos e pelos compostos alifaticos e arométicos, que foram identificados em poucas
espécies (SOUZA et al., 2018). A Tabela 2 apresenta as principais espécies de Eugenia da

Caatinga e 0s seus respectivos constituintes fitoquimicos.

Tabela 2: Constituintes fitoquimicos dos extratos e 6leos de espécies de Eugenia sp., obtidos a partir

de estudos de revisdo.

Chemical Class Composto Espécie Parte(s) Referéncia
usada
Monoterpenos Limoneno; a- Eugenia Folhas  Costaetal.,
Thujeno dysenterica 2000
Linalol Eugenia Folhas Oliveira et
punicifolia al., 2005
Triterpenos Acido betulinico; Eugenia Folhas  Cantanhede
Lupeol flavescens Filho et al.,
2017
Acido betulinico Eugenia florida  Folhas  Frighetto et
al., 2005
Glicosideos Quercitrina Eugenia Folhas  Cantanhede
flavescens Filho et al.,
2017
Fenois Acido galico Eugenia Folhas Galeno et al.,
punicifolia 2014
Polifendis Catequina Eugenia Folhas  Cantanhede
flavescens etal., 2017
Catequina Eugenia florida  Folhas  Bastos et al.,
2019
Flavondides Miricetina Eugenia Folhas  Cantanhede
flavescens Filho et al.,

2017




Naringenina; Eugenia florida  Folhas  Bastos et al.,
Kaempferol; 2019
Quercetina; Rutina
Procianidina B-2 Eugenia florida Folhas Bastos et al.,
2019
Sesquiterpenos B-Cariofileno;a- Eugenia Folhas  Costaetal.,
Humuleno dysenterica 2000
B-(E)-Cariofileno; Eugenia Folhas Mendes et
6-Cadineno; brejoensis al., 2018
Biciclogermacreno
Trans- Eugenia Folhas  Souzaetal.,
caryophyllene; brejoensis 2017a
Muurolol
y-Elemeno; Eugenia Folhas Dias, 2013
Biciclogermacreno; piauhiensis
B-Cariofileno
Biciclogermacreno;  Eugenia florida  Folhas Apel et al.,
Germacreno D; - 2004
Cariofileno;
Aromadendranos;
a-Cadinol
B-Cariofileno Eugenia Folhas Oliveira et
punicifolia al., 2005
B-Cariofileno; Eugenia stipitata  Folhas ~ Medeiros et
Oxido cariofileno al., 2003
Germacreno D; Eugenia Folhas  Pereiraetal.,
Biciclogermacreno flavescens 2010
d-Emeleno; B- Eugenia Folhas  Nevesetal.,
Elemeno; - candolleana 2017
Cariofileno;

Viridifloreno
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Oxido cariofileno; Eugenia Frutos Moreno et
a-Cadinol; brasiliensis al., 2007
Globulol
Espatulenol; t- Eugenia Folhas Maginaetal.,
cadinol brasiliensis 2009
B-Cariofileno; Eugenia Folhas Maginaetal.,
Biciclogermacreno  beaurepaireana 2009
Viridifloreno; - Eugenia Folhas Maginaetal.,
Pineno umbeliflora 2009

Efeitos farmacologicos

Os frutos de Mytaceae nativos do Brasil sdo uma fonte de polifendis biologicamente
ativos, que contribuem para a reducdo da producdo de glicose no tratamento de doencas
crénicas ndo transmissiveis ligadas a obesidade. Como exemplo, podemos citar a planta E.
dysenteria DC. (Cagaita), que apresenta uma variedade de polifendis, os quais auxiliam na
homeostase corporal, atenuam a dislipidemia, protegem contra a inflamagdo, o estresse
oxidativo e o ganho de peso em excesso (DONADO-PESTANA, 2018a).

A E. dysenterica é uma planta rica em catequina, taninos, flavonoides, terpenos e
saponinas, podendo ser utilizada na industria, atraves da sua incorporacdo em preparacdes
dermatoldgicas e cosmeticas (SILVA et al., 2015b). Ferreira-Nunes et al., (2018)
desenvolveram microemulsGes contendo o extrato aquoso das folhas de E. dysenterica para
aplicacdo topica, cuja utilizacdo é indicada em tratamentos dermatologicos que requerem acdo
antioxidante, devendo-se levar em conta a escolha da microemulsdo adequada e o aspecto
sensorial mais agradavel. Ainda no campo de dermocosmeéticos, 0s extratos de E. dysenterica
sdo citados como agentes promissores para formulagfes de clareamento de pele e
antimelanogénese, sendo considerado um potente inibidor de tirosinase, superior a
despigmentantes frequentemente utilizados em formulacdes cosméticas, com o &cido kojico
(SOUZA et al., 2012).

Por ser rica em polifendis, a E. dysenterica apresenta propriedades antioxidantes,
antiobesidade e antidiabéticas, que continuam a ser investigadas pela industria farmacéutica e
alimenticia, com o objetivo de desenvolver produtos e medicamentos que atuem na terapéutica
do diabetes e da obesidade (GRANATO et al., 2015)
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Outra espécie, a E. jambolana, também tem varias atividades farmacoldgicas
conhecidas, advindas da presenca de diversos flavonoides e alacaldides nas diferentes partes da
planta. Contudo, a atividade mais importante constatada é a antidiabética (SRIVASTAVA,
CHANDRA, 2013).

Atividade citotéxica

A resposta final de um tratamento com extrato vegetal é o resultado de efeitos
interativos, antagdnicos e sinérgicos entre seus componentes biologicamente ativos. Vieira et
al., (2012) testaram a citotoxicidade e a genotoxicidade do extrato etanélico das folhas de E.
dysenterica. Embora a mesma represente um fitoterapico potencial para a producdo de um
medicamento antidiarréico, os resultados indicam que, em doses mais altas, essa planta pode
causar toxicidade e mutages, que sdo importantes fatores na inducéo da carcinogénese, sendo
0 seu uso na medicina popular indicado com cautela.

Costa et al., (2016) testaram o extrato hidroetandlico obtido a partir das folhas de E.
aurata (HEEA) em vérias concentrac¢des (0.1 a 1.000 pg/mL) frente a neutrofilos humanos. O
HEEA ndo reduziu a viabilidade neutrofilica em nenhuma das concentracdes testadas. Portanto,
a atividade antiproliferativa do HEEA foi avaliada frente as linhagens celulares: VERO (células
de rim de macaco-verde africano), UACC-62 (melanoma), MCF-7 (cancer de mama), NCI-
ADR/RES (cancer de ovario resistente a multiplas drogas), 786-0 (cancer de rim), NCI-H460
(cancer de pulméo), PC-3 (cancer de prdstata), OVCAR-3 (cancer de ovario), HT-29 (cancer
de cdlon) e K562 (leucemia).

Souza et al., (2017a) avaliaram a citotoxicidade do 6leo essencial obtido a partir das
folhas de E. brejoensis (EBEO) frente a macrofagos peritoneais de camundongos. A EBEO
apresentou valor de CC50 251.4 pg/mL, sendo considerado um citotéxico moderado. Além
disso, também foi avaliada a atividade hemolitica utilizando eritrocitos humanos. Em
concentragOes inferiores a 125 pg/mL EBEO, ndo apresentou atividade hemolitica. Entretanto,
EBEO na concentracdo de 250 pg/mL foi considerado citotoxico, apresentando atividade
hemolitica de 53,4%.

Limaetal., (2010) avaliaram a atividade hemolitica da fracdo peptidica obtida a partir
da polpa dos frutos de E. dysenterica na faixa de concentragao de 100 a 400 pg/mL (100, 200,
300 e 400 pg/mL) frente a eritrocitos bovinos. A fragdo rica em peptideos de E. dysenterica

ndo apresentou atividade hemolitica em nenhuma das concentracdes testadas.
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Silva et al., (2017) avaliaram o 6leo essencial obtido a partir das folhas e dos caules
finos de E. flavescens frente a eritrocitos de camundongo e as linhagens celulares MRC-5
(fibroblastos humanos), AGP-01 (cancer gastrico), HCT-116 (cancer de colon) e SKMEL-19
(melanoma). O o6leo essencial de E. flavescens ndo apresentou atividade hemolitica e foi
citotoxico contra as linhagens celulares MRC-5 (14.0 pg/mL) e HCT-116 (13.9 pg/mL).

Costa et al., (2016) testaram o extrato hidroetandlico obtido a partir das folhas de E.
punicifolia (HEEP) em varias concentracdes (0.1 a 1.000 pg/mL) frente a neutréfilos humanos.
O HEEP ndo reduziu a viabilidade neutrofilica em nenhuma das concentracdes testadas.
Portanto, a atividade antiproliferativa do HEEP foi avaliada frente as linhagens celulares:
VERO (células de rim de macaco-verde africano), UACC-62 (melanoma), MCF-7 (cancer de
mama), NCI-ADR/RES (cancer de ovario resistente a multiplas drogas), 786-0 (cancer de rim),
NCI-H460 (cancer de pulméo), PC-3 (cancer de prostata), OVCAR-3 (cancer de ovario), HT-
29 (céncer de colon) e K562 (leucemia). O HEEP apresentou um efeito citotdxico moderado
contra a linhagem celular K562 (12,9 £ 7,19 ug / mL) e fraca para o MCF-7 (39,0 + 5,80 pg/
mL). Para as outras linhagens celulares testadas, incluindo células normais VERO, HEEP néo
apresentou atividade citotoxica.

Galeno et al., (2014) compararam o efeito citotdxico do extrato aquoso das folhas de
E. punicifolia (EEP) com o farmaco doxorrubicina (droga utilizada no tratamento para o
cancer). Os resultados mostraram que ap0s 24, 48 e 72 horas, a doxorrubicina na concentracao
de 5 pg/mL promoveu 47,3; 71 e 78,5% de letalidade, respectivamente, enquanto o EEP nas
concentrages (50, 25 e 12 pg/mL) ndo causaram mortalidade significativa quando comparada
a doxorrubicina.

Leite et al., (2014) avaliaram o potencial citotoxico do triterpeno pentaciclico isolado
do 6leo essencial das folhas de E. punicifolia (Ep-CM) frente a linhagem celular C2C12
(mioblastoma de rato). Os resultados indicaram que os triterpenos na fracdo Ep-CM de E.
punicifolia reduziram a proliferacdo de celulas C2C12, principalmente devido ao seu efeito
citostatico, sem influenciar a atividade metabolica.

Um estudo realizado por Vitek et al., (2017) relata que o composto quercetina-3-O-
(6'-O-galoil) -p-d-glucopiranosido (8) isolado de E. dysenterica exerce efeito citotoxico nas
linhagens celular de Kasumi-1 (leucemia mieloide aguda) e CCRF-CEM (leucemia
linfoblastica aguda), promovendo a parada do ciclo celular e efeitos na diferenciacdo das
células.

O efeito antiproliferativo do 6leo das folhas de E. uniflora foi testado contra linhagens

de células humanas cancerigenas (colon, HCT-116; gastrico, AGP-01; e melanoma, SKMEL-
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19), além de fibroblastos humanos normais (MRC-5), resultando que o0 mesmo apresenta
potencial atividade anti-cancer do pulmdo, cdlon, estbmago e melanoma, com uma real
possibilidade para o desenvolvimento de fitoterapico (FIGUEIREDO et al., 2018).

Atividade antioxidante

Um composto antioxidante pode diminuir ou inibir a oxidacao de lipidios ou outras
moléculas, interrompendo a iniciagdo ou propagacao de reacfes em cadeia oxidativas, que
previnem ou reparam a agressao causada pelo oxigénio as células (TACHAKITTIRUNGROD
et al., 2007). A atividade antioxidante estd comumente associada a quantidade de compostos
fenolicos encontrados nas plantas (MAGINA et al., 2010). Espécies da familia Myrtaceae tem
a capacidade de acumular constituintes fenélicos (TAKAOA; IMATOMIB; GUALTIERIA,
2015).

O potencial antioxidante do extrato aquoso das folhas de E. dysenterica foi
determinado por Zorzin (2014) atraves do método de reducdo do complexo fosfomolibdénio e
DPPH, em que 0 mesmo mostrou acdo antioxidante, através da redugdo do complexo
fosfomolibdénio, com 0.56 mg/mL em equivalentes de BHT e IC50 de 1.115 pg/mL. Estudos
realizados por Siqueira et al., (2013) também determinaram que os frutos da citada planta
possuem atividade antioxidante.

Thomaz et al., (2018) investiragam o potencial antioxidante e neuroprotetor de extratos
hidroalcodlico das folhas de E. dysenterica, no cortex e no hipocampo de camundongos pelos
ensaios de TBRSA, superdxido desmutase e catalase. O extrato se mostrou tdo eficaz na reducéo
de ROS, guanto a quercetina.

Daza et al., (2017) utilizaram o pé do extrato de E. dysenterica associado a inulina ou
goma arabica com a finalidade de melhorar a estabilidade dos compostos bioativos presentes
nos extratos e avaliaram a atividade antioxidante. Houve correlacéo significativa (p <0,05) entre
a capacidade antioxidante e o teor fenodlico total. Valores dos coeficientes de correlagdo para o
conteddo fenolico total em relacdo a capacidade antioxidante das amostras, utilizando ensaios
com DPPH, FRAP e ORAC foram 0.98, 0.92 e 0.99 para a goma arabica e 0.90, 0.97 e 0.99
para a inulina, respectivamente. Enquanto a correlacdo dos coeficientes de proantocianidinas
em relagdo a capacidade antioxidante das amostras nos ensaios de DPPH, FRAP e ORAC foram
0.91, 0.84 e 0.94 para goma arabica e 0.86, 0.98 e 0.92 para inulina, respectivamente. Os
resultados indicam uma alta correlacdo positiva entre os flavonoides/conteddo total de

compostos fenolicos e atividade antioxidante.
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Estudos in vitro realizados por Gongalves; Lajolo; Genovese (2010) caracterizaram os
polifendis presentes nos frutos de E. dysenterica e determinaram a presenca de quercetina,
kaempferol, &cido elagico e elagitaninos, além de alto potencial antioxidante e atividade
inibitdria de a glucosidase e a amilase.

O total de compostos fendlicos do extrato etandlico dos frutos de E. stipitata foi de
184,08 £ 8,25 mg GAE / g, apresentando uma quantidade média de compostos gquando
comparado a outras frutas. A atividade sequestradora de radicais foi DPPHIC50 0,69 + 0,23 ug
/ mL. Os testes também foram comparados a compostos de referéncia padrdo como acido
ascorbico, acido galico, miricetina, quercetina e Kaempferol, sendo o valor TAC-ORACFL de
371,98 umol. TE / 100 g, garantindo uma boa atividade antioxidante (NERI-NUMA et al.,
2013). Genovese et al., (2008) avaliaram a composicao fitoquimica e a capacidade antioxidante
dos frutos dessa mesma planta, determinando uma grande quantidade de compostos fenélicos
e flavonoides.

Franzon et al., (2018) elaboraram uma revisdo que demonstrava o0 potencial
antioxidante da espécie E. uniflora, considerada um fruto exdtico brasileiro, popularmente
conhecido como Pitanga. A mesma é rica em compostos antioxidantes, como acido galico; e
uma grande fonte de vitamina C, sendo o 6leo e extrato de folhas e frutos uma importante fonte
de moléculas, que apresentam promissoras atividades medicinais com acdo comprovada e que
podem ser utilizadas na industria alimenticia, de farmacos e cosméticos (FRANZON et al.,
2004).

O extrato das folhas de E. punicifolia (EP) foi estudado por Galeno (2014), e exibiu
atividade no sequestrante ABTS, DPPH e O2 (IC50=10,5+1,2, 28,84 £ 0,54 ¢ 38,12+ 2,6
pg / mL), respectivamente, sendo considerado um antioxidante natural.

A atividade antioxidante dos extratos e fraces de E. brasiliensis, E. beaurepaireana e
E. umbeliflora foi avaliada juntamente com o seu contetdo de fendlicos e flavondides. Nos
testes de avaliacdo da captacéo do radical livre DPPH e do potencial redutor foi observada uma
tendéncia ao aumento da atividade diretamente relacionada ao contedo de fenois nos extratos
e fracOes. Para o teste de inibicdo da peroxidacdo lipidica, os resultados foram mais bem
distribuidos entre as fracGes, sendo mais ativas as fracbes mais polares das folhas de E.
beaurepaireana (MAGINA et al., 2010).

Nicécio et al., (2017) avaliaram a atividade antioxidante e a presenca de compostos
fenolicos na casca, polpa e sementes de E. involucrata; e encontraram atividade antioxidante
em todas elas, na faixa de 36,68 = 1,44 a 873,87 + 18,24 umol TE g — 1, sendo os maiores

indices de atividade antioxidante encontrados nas sementes e na casca quando foram utilizados
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solventes de extracdo mais polares. Seis, cinco e trés compostos fenolicos foram identificados
e quantificados na polpa, casca e sementes, respectivamente, com a maior abundancia de acido
p-cumarico (14 = 2 mg kg —1) na polpa, quercetina (47 + 5 mg kg — 1) na casca e acido gélico
(74 = 4 mg kg — 1) nas sementes.

Garzon et al., (2012) avaliaram o potencial antioxidante de E. stipitata, encontrando um
alto teor de carotendides na casca (2484 + 421 pg / 100 g FW) e uma quantidade menor na
polpa (806 £ 348 ug / 100 g FW) com luteina, B-criptoxantina e zeinoxantina como principais
componentes. A composicao carotendide deste fruto € unica e pode diferencia-lo de outros,
sugerindo que o araca seja uma boa fonte comestivel de carotendides importantes para a salde.

Atividade fotoprotetora

A exposicdo as radia¢Bes UV (ultravioleta) é capaz de ocasionar alteragdes cutaneas que
estdo relacionadas ao envelhecimento precoce, salientando-se que grande parte destas
alteracdes é resultado da capacidade redutora das espécies reativas de oxigénio (EROs), que
séo extremamente danosas aos tecidos (SOUZA et al., 2013). Essas espécies atuam na reducao
da quantidade dos antioxidantes endégenos e comegam a atacar carboidratos, lipideos de
membranas celulares, proteinas, e acidos nucléicos, ocasionando a oxidacao e alterando essas
moléculas (VELASCO et al., 2008).

O uso de fotoprotetores é a abordagem cosmética mais comum contra os efeitos
destrutivos da radiagdo UV, sendo comprovado que o uso adequado e regular dos mesmos reduz
0 numero de casos de queratose actinica e carcinoma de células escamosas, além de evitar o
envelhecimento precoce da pele (BALOGH, 2011).

Extratos e 6leos de plantas tém sido utilizados na producdo de cosméticos, como
filtros solares, por apresentarem acgdo fotoprotetora. Porém, esses compostos precisam
apresentar, em sua composicdo, moléculas com estruturas semelhantes as dos filtros quimicos
sintéticos (VIOLANTE, 2009). Os flavondides sdo polifendis de ampla ocorréncia no reino
vegetal. A rutina, pertencente a classe dos flavondis, é constantemente empregada como potente
antioxidante, na prevencéo e tratamento da insuficiéncia venosa ou linfética, da fragilidade ou
permeabilidade capilar e na prevencdo aos danos causados pela radiacdo ultravioleta
(VELASCO et al., 2008).

Em um estudo desenvolvido por Patwardhan e Bhatt (2015), foi avaliada a protecdo

contra raios UV-B promovida por extratos da espécie E. caryophylata sobre fibroblastos
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humanos. Os resultados demonstraram que flavondides presentes nessa espécie atuaram como
fotoprotetores eficazes, inclusive revertendo a citotoxicidade induzida pelos raios UV-B.

Moreira et al., (2017) desenvolveram um novo cosmético a base do extrato
hidroalcodlico das folhas de E. dysenterica (2,5-1000 pg / mL), considerado rico em polifendis
pela presenca de taninos (&cido elégico) e flavonoides (quercetina e acido gélico). Através de
fibroblastos HFF-1, foi demonstrado que o0 extrato promoveu regeneracdo celular apds
exposicdo ultravioleta, bem como também levou a inibicdo de colagenase, elastase e enzimas
tirosinase, que estdo envolvidas em distarbios dermatoldgicos. O cosmético foi classificado
como ndo fototoxico e ndo causador de irritagdo ocular, aléem de ndo possuir potencial de
sensibilizacdo cutanea.

As atividades antioxidante e fotoprotetora de E. uniflora foram comprovadas e
relacionadas. Os extratos dessa espécie apresentaram um fator de prote¢do solar (FPS) acima
do minimo exigido pela ANVISA, numa concentracdo de 200 mg/L (OLIVEIRA, 2016).

Atividade protetora contra Ulcera

A maioria dos medicamentos comercializados para o tratamento da Ulcera péptica
produzem reacGes adversas, tais como: hipersensibilidade, arritmia, impoténcia, ginecomastia
e alteracBes hematopoéticas (CHAN; LEUNG, 2002). Dessa forma, torna-se necessario o
desenvolvimento de agentes antiulcerosos que sejam menos toxicos, como os fitoterapicos.
Uma alternativa pesquisada sdo as folhas de E. umbeliflora, que exibem atividade
gastroprotetora através da inibicéo significativa da formacao de Glcera em modelos animais,
devido a presenca de triterpenos (MEYRE-SILVA et al., 2009).

O tratamento farmacologico para as Ulceras gastricas ndo se baseia somente no bloqueio
da secrecdo &cida, mas também no aumento dos fatores de prote¢do da mucosa, como a secrecao
de muco. Estudos in vivo realizados com extrato hidroalcoolico das folhas de E. punicifolia
(Kunth) indicaram um aumento de quase duas vezes a quantidade de muco aderido a mucosa
gastrica (BASTING et al., 2014).

Prado et al., (2014) induziram lesdes na mucosa gastrica de camundongos através de
etanol/HCI e avaliaram a capacitade gastroprotetora do extrato aquoso das folhas de E.
dysenterica, bem como a adeséo e o efeito da planta na secregéo intestinal. Comprovou-se que
0s taninos presentes no extrato foram responsaveis pela atividade protetora e a diminui¢do na

producéo de HCI gastrico observados.
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A avaliacdo gastroprotetora através do extrato metanolico das folhas de E. involucrata
também foi realizada pelo modelo de Ulcera induzida por etanol, o qual reduziu
significativamente a area total danificada, atraves de tratamentos com doses de 125 e 250 mg /
kg, sendo a dose de 125 mg / kg a mais efetiva (VECHI et al., 2018).

O estudo de Périco et al., (2019) revela a agdo cicatrizante da Ulcera através do extrato
hidroalcoolico das folhas de E. punicifolia contra agentes ofensivos como os anti inflamatoérios
ndo esteroidais e o alcool. Entretanto, este efeito € modulado por hormonios sexuais femininos
e mediado por uma diminuicdo de infiltracdo neutrofilica e da peroxidag&o lipidica, bem como

0 aumento dos indices de glutationa na mucosa gastrica.

Atividade hepatoprotetora

As doencas hepaticas consistem em um grave problema de saude, assim, produtos
naturais sdo popularmente utilizados como agentes protetores. Estudos pré-clinicos com a
cultura primaria de hepatdcitos de ratos mostraram que o extrato de polpa de E. jambolana rica
em antocianinas (230 mg /100 g de peso seco) foi eficaz na prevencéo do dano hepatico causado
pelo tetracloreto de carbono (CCl4). O tratamento de hepatdcitos com o extrato (50-500 ppm)
suprimiu o CCl4-, bem como diminuiu a peroxidac&o lipidica (PAl et al., 2013; VEIGAS et al.,
2008).

O extrato etanolico de E. jambolana exibiu uma acéo protetora contra 0 dano hepatico
induzido por paracetamol, eliminando radicais livres e prevenindo danos celulares mediados
pelo estresse oxidativo (DAS; SARME, 2009).

Donado-Pestana et al., (2015) avaliaram os efeitos da administracdo de extratos ricos
em compostos fenolicos, obtidos a partir da polpa dos frutos de E. dysenterica em camundongos
com dieta rica em sacarose e gordura. O nivel de triglicerideos no figado foi um dos parametros
avaliados e os resultados demonstraram que 0s extratos reduziram o acumulo dos mesmos.
Considerando que o nivel elevado de triglicerideos no figado esta relacionado a esteatose
hepatica, os autores concluiram que 0s compostos fendlicos presentes nos extratos de E.
dysenterica podem desempenhar um papel importante na prevencdo da obesidade e suas
complicagdes metabolicas associadas, incluindo patologias hepaticas.

Donado-Pestana et al., (2018b) também avaliaram os efeitos da administracdo de
extratos ricos em polifendis obtidos a partir da polpa dos frutos de E. dysenterica em
camundongos obesos. Os resultados demonstraram que os extratos reduziram a inflamacéo e a

gliconeogénese hepética, além de proteger contra dislipidemia, hiperglicemia em jejum e
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intolerancia a glicose. Os autores sugeriram gque a homeostase da glicose foi aprimorada através
de uma reducdo na inflamacéo hepatica.

Lima et al. (2017) investigaram os efeitos da administracdo cronica do extrato
hidroalcodlico bruto (CHE) e extrato bruto de acetona (CAE) obtidos das folhas de E.
brasiliensis sobre a hipertrigliceridemia e estresse oxidativo causado pela administracdo
crbnica de 6leo de coco. Ratos receberam CHE ou CAE (50, 100 ou 150 mg/kg, oralmente) por
30 dias e oleo de coco (2 mL, por via oral). A administracdo cronica dos extratos foi capaz de
prevenir a hipertrigliceridemia e reduzir as goticulas lipidicas nos hepatécitos, sugerindo que
ambos 0s extratos podem ter efeitos hipolipemiantes e antioxidantes.

Atividade anti-inflamatéria

A inflamacdo ¢ a reacéo fisioldgica do organismo contra o dano tecidual causado por
estimulos mecanicos, quimicos ou agentes infecciosos, sendo caracterizada por dor, rubor, calor
e inchaco. Estas sdo caracteristicas de muitas doencas agudas e cronicas (EHLERS;
KAUFMANN, 2010).

O extrato hidroalcoodlico das folhas de E. punicifolia tem significativo efeito anti-
nociceptivo, que envolve sistemas glutamatérgicos relacionados com a liberacao ou inibicdo da
sintese do Oxido nitrico e um efeito anti-inflamatorio devido a inibi¢ao da fosforilagdo de p38a.
MAPK (BASTING et al., 2014). O tratamento com 0 extrato da fragdo diclorometéanica de E.
punicifolia diminuiu a producgdo de mediadores inflamatérios, reduziu a apoptose e contribuiu
para a eficiente regeneracdo da lesdo muscular em camundongos distréficos, sem inducgéo de
fibrose. Este extrato pode interferir na neurotransmissao nicotinica colinérgica (LEITE et al.,
2010).

Os extratos das folhas de E. aurata (EA) e E. punicifolia (EP) foram estudados por Costa
et al. (2016), que investigaram a atividade anti inflamatoria dos mesmos, determinando que
ambos os extratos inibem a liberacdo de NET (proteinas liberadas de grénulos secundérios /
primarios de neutrofilos, que podem estar associadas com DNA e enzimas oxidativas);
contudo, apenas EA reduz a adesdo celular, enquanto EP diminui a secrecdo de elastase.
Juntos, esses extratos reduzem a resposta inflamatoria, podendo ser utilizado no
desenvolvimento de fitomedicamentos.

As atividades antinociceptivas e anti-inflamatdrias do 6leo essencial de E. candolleana
DC. (Myrtaceae) foram testadas por diferentes métodos: analgesia, através do teste de contor¢édo

por acido acético, induzida por formalina, modelo de lambida de pata e teste de placa quente,
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além da inducdo de peritonite em roedores. Apds os testes, os resultados indicaram que este
6leo possui propriedades antinociceptivas e anti-inflamatdrias, possivelmente mediadas pela
via de inibicéo da sintese de prostaglandina ou outra via periférica (GUIMARAES et al., 2009).

Silva et al. (2019) evidenciaram a agdo anti-inflamatoria do 6leo essencial de E.
dysenterica em ensaios in vitro. Observou-se que as células de macrofagos murinos RAW 264.7
estimulados por LPS, quando tratadas com o 6leo essencial, reduziam a producdo de 6xido
nitrico, mostrando-se superior quando correlacionado com o controle positivo dexametasona.

As sementes, folhas e polpa de E. brasiliensis mostraram atividade antiinflamatéria
promissora, reduzindo quase 50% do fluxo de neutrofilos para o sitio inflamatorio (INFANTE
etal., 2016). A presenca predominante de polifenois, principalmente antocianina, no extrato da
polpa de E. brasiliensis pode ser responsavel por sua atividade antiinflamatdria, reduzindo a
ativacdo do NF-xB, a liberagdo de TNF-a ¢, conseqiientemente, 0 fluxo de neutréfilos, além de
apresentar efeito anti-edematogénico (LAZARINI et al., 2018).

De acordo com os estudos de Simoes et al. (2018), o tratamento agudo e repetido de
animais com extrato hidroalcoolico de E. brasiliensis (HEEB) (100 mg / kg, i.g.) reduziu
acentuadamente a hipersensibilidade mecénica e térmica (calor), além de diminuir o edema da
pata e a temperatura. Além disso, o tratamento repetido com HEEB (100 mg / kg, i.g.) reduziu
significativamente os niveis de IL-6 e TNF-a na pata. Logo, 0 HEEB apresenta efeitos
antinociceptivos e anti-inflamatérios na dor inflamatoria visceral e somética em ratos,
possivelmente, envolvendo a inibi¢do dos receptores de histamina e vias ativadas por citocinas
inflamatdrias.

As plantas E. malaccensis L. e E. uniflora L. séo ricas em compostos antioxidantes,
caracteristica que pode ajudar a reduzir a resposta inflamatoria através de diferentes vias de
sinalizacdo, que podem ser ativadas in vivo. As espécies ndo modificaram o perfil de citocinas
pro-inflamatorias e a liberagdo de Oxido nitrico (FIGUEIROA et al., 2013). Em um outro
estudo, foi comprovado que o extrato bruto e as fracGes aquosa e de acetato de etila das folhas

de E. uniflora Linn exibiram atividades antiinflamatéria e analgésica (FALCAO et al., 2018).

Atividade antiartritica

Processos inflamatorios estdo relacionados a diversas patologias, tais como contusdes,
infeccOes respiratorias, tendinites, asma e doencas autoimunes. Apresentam-se como
mecanismos de defesa do organismo, cujo objetivo é a eliminacdo da causa inicial da lesdo

celular, provocada por patdgenos ou por acdo de agentes fisicos (COTRAN et al., 2000). A
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artrite reumatoide (AR) é uma doenga auto-imune, caracterizada por poliartrite periférica,
simétrica, que deforma e destroi as articulagGes por meio de erosdes nos 0ssos e nas cartilagens.
Afeta muito mais mulheres (duas a trés vezes mais) do que homens, tendo sua prevaléncia
aumentando com a idade (BERTOLO et al., 2007).

Metabdlitos como saponinas, flavondides, esterdides, taninos e alcaldides, presentes no
extrato das sementes de E. jambolana, contribuem para o seu efeito anti-artritico, devido a
inibicdo do edema articular e a regulacdo do contetido de IL-IB e TNF-a, em ratos artriticos
(SHUKLA, 2008; HIRANO et al., 2006).

A espécie E. caryophylata possui atividade anti-artritica comprovada (JOSHI et al.,
2011; ARYA et al., 2011). O seu 6leo essencial € composto por 3-cariofileno (44.7%), eugenol
(44.2%), o-humuleno (3.5%), acetato de eugenila (1.3%) e a-copaeno (1.0%) (OZTURK;
OZBEK, 2005). Estudos com o eugenol demonstraram o seu potencial no tratamento de artrite
induzida em ratos pela bactéria Mycobacterium tuberculosis bacilli (SHARMA et al., 1994).
Estudos realizados por Slowing; Carretero; Villar, (1994) relatam a atividade anti-artritica de
extratos das folhas da espécie E. jambos, espécie que possui uso tradicional como digestiva e
anti-inflamatoria.

Relatos na literatura também apontam o uso tradicional das espécies E. brasiliensis
Lamarck e E. umbeliflora no tratamento da dor inflamatéria de artrite (REVILLA, 2002;
BENFATTI, 2010)

Atividades analgésica e antipirética

A acdo analgésica do género Eugenia foi evidenciada por Khalilzadeh; Hazrati; Saiah,
(2016) em estudos com E. caryophyllata que demonstrou a capacidade do 6leo essencial de
proporcionar analgesia e acdo anestésica em experimentos com ratos na regido da cornea e
corrobora com o uso popular desta espécie para o tratamento da dor. A espécie ja € conhecida
popularmente por diversas atividades bioldgicas, o uso de 6leo essencial e extratos com agédo
analgésica é embasado pelo registro das comunidades e estudos que precisam ser reforgados,
porém que ja indicam seguridade no uso (PARK et al., 2011; LIONNET et al., 2010). O 6leo
extraido de E. caryophyllus também foi estudado por Nikoui et al., (2017), quanto as suas
propriedades anti-inflamatorias e anti-pirética. Neste estudo, o éleo reduzindo a temperatura
corporal em cachorros submetidos a cirurgias com lesfes teciduais, e reduziu o nimero de

células presentes no processo de inflamacéo detectadas por técnicas de histologia.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Khalilzadeh%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27651809
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Um estudo realizado por Vechi et al. (2018), extratos brutos e fracionados, com
solventes de diferentes polaridades, das folhas de E. involucrata administrado por via oral em
ratos diminui consideravelmente a dor causada por lesdes em tecido gastrico e proporcionaram
uma analgesia de até 65% em alguns individuos. Os resultados obtidos corroboram com 0s
resultados observados em estudos com E. fruticosa (SHAMS-UD-DOHA et al., 2012) e com
E. punicifolia (BASTING et al., 2014), espécies ricas em terpenos que podem ter mecanismos
de acdo variados.

Estudos envolvendo extratos brutos de E. florida relacionam a atividade antioxidante da
espécie a acao citotoxica e inibicdo da proliferacdo de células cancerigenas e a caracterizacéo
fitoquimica dessa espécie corrobora os dados da literatura que apontam metabdlitos secundarios
relacionados a melhora do processo da inflamacéo por consequéncia analgésica e indiretamente
anti-pirética, assim como acdo anti-oxidante relacionada a presenca de flavonoides e compostos
fendlicos (SANTOS et al., 2018a).

Atividade cicatrizante

O processo de cicatrizacdo de ferimentos ocorre a partir de uma cascata de eventos
celulares e moleculares complexos que envolvem a organizacdo de células, sinais quimicos e
matriz extracelular com o objetivo de reparar o tecido com o qual interagem, promovendo a sua
repavimentacéo e reconstituicio (MANDELBAUM, 2003). A utilizacdo de plantas medicinais
nos processos cicatrizantes é bastante comum, tendo em vista que elas sdo mais eficientes
nesses processos, Pois promovem 0s mecanismos de reparo de maneira natural. O tratamento a
partir das plantas ndo so acelera o processo de cura como também mantém a boa aparéncia
estética da pele (KUMARASAMYRAJA; JEGANATHAN; MANAVALAN, 2012).

O ¢6leo essencial de E. dysenterica tem se mostrado eficaz em ensaios de cicatrizagdo in
vitro com células L929 (fibroblastos), contribuindo para a cura total do ferimento apds um
periodo de 12 horas, demonstrando um grande potencial cicatrizante quando comparado ao
grupo controle, o qual levou um periodo de 24 horas até a cura total. Além disso, 0 dleo
essencial E. dysenterica mostrou-se seguro no ensaio in vivo da membrana corioalantoica do
ovo de galinha, podendo ser uma alternativa para tratamentos de lesdes de pele (SILVA et al.,
2019).

Um estudo realizado por Albuquerque et al. (2016) relata a atividade cicatrizante da E.
pruniformis Cambess em modelos de pele induzidos em ratos, especificamente o extrato

hidroalcoolico particionado em acetato de etila das folhas padronizado em 43% de flavonoides,
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entre eles quercetina, kaempferol e hiperosideo. A analise histolégica demonstrou que 0s grupos
tratados com o extrato apresentaram um maior indice de reorganizacao e regeneracao epitelial.

Metabolitos primarios de espécies de Eugenia também tem se destacado na atividade
cicatricial. Uma lectina isolada da E. malaccensis apresentou atividade cicatrizante sobre
edemas em ratos, iniciando o processo de cura ainda no primeiro dia em 33,3% dos individuos
tratados (BRUSTEIN, 2012). As lectinas sdo atraidas quimicamente por células inflamatérias
e consequentemente estimulam a sintese e secrecdo de citocinas envolvidas no processo de
cicatrizacdo (SELL; COSTA, 2003).

A cicatrizacdo de mucosa géstrica também tem sido relatada para o Género Eugenia.
Extratos das folhas de E. punicifolia e extrato das sementes de E. jambolana apresentaram a¢ao
protetiva e regenerativa desse tipo de tecido, com acdo comprovada por estudos realizados em
modelos com ratos (CHATUVERDI, 2009; BASTING, 2014)

Atividade antidiabética

Os metabdlitos secundarios presentes nos fitoterapicos favorecem o uso dessas plantas
na terapéutica, incluindo o diabetes mellitus. A utilizacdo das mesmas para o tratamento de
diabetes, especialmente em paises em desenvolvimento é promissora, em virtude do alto custo
de medicamentos e do baixo poder aquisitivo da populacédo (SINGH et al., 2013).

Os frutos das mirtaceas nativas brasileiras possuem uma fonte de polifendis que ajudam
a diminuir o risco de doencas cronicas ligadas a obesidade. Frutos de E. dysenterica apresentam
uma grande variedade de polifendis (taninos), os quais possuem atividade regulatéria e mantém
0s niveis de glicose normais, bem como atenuam as dislipidemias e protegem contra
inflamacdo, estresse oxidativo e obesidade (DONADO-PESTANA et al., 2018a).

Bastos et al. (2019) prepararam o extrato etanolico das folhas de E. florida e testaram o
seu efeito antidiabético em ratos. Durante a avaliacdo dos parametros bioquimicos de ratos
diabéticos tratados com o extrato de E. florida, houve decréscimo significativo nos niveis
séricos de glicose, frutosamina e triglicerideos (38,0%, 31,0% e 19,7%, respectivamente), bem
como um aumento no colesterol HDL (10,3%). A administracdo do extrato ndo teve atividade
significativa na funcdo renal, enzimas AST e ALT e em outros parametros do perfil lipidico.

Xu e colaboradores (2018) constataram que o extrato do fruto de E. jambolana
enriquecido com triterpendide, apresenta efeitos benéficos na homeostase da glicose em

1

camundongos nédo diabéticos. Os efeitos antidiabéticos do referido extrato (100 mg kg =~ por

gavagem oral por dez dias) foram avaliados em camundongos diabéticos tipo 1 induzidos por
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estreptozotocina, o qual atenuou significativamente a hiperglicemia induzida e a intolerancia a
glicose, suprimiu a elevacao anormal da gliconeogénese hepatica e melhorou a dislipidemia nos
camundongos, além da preservacao da arquitetura e a funcéo das ilhotas pancreéticas.

Uma outra espécie do género que tem se destacado € a Eugenia punicifolia. Brunettii et
al. (2006) relatam que os extratos metandlicos das folhas de E. punicifolia foram satisfatérios
para o tratamento do diabetes, melhorando o metabolismo de carboidratos e proteinas, sem
provocar efeitos toxicos a nivel hepatobiliar, microvascular, muscular ou pancreéatico. Sales et
al. (2014) investigaram a eficacia das folhas secas em p6 de E. punicifolia (Kunth) DC. como
adjuvante no tratamento de pacientes com DM tipo 2. Apds trés meses de tratamento foi
observada uma diminuicao significativa na hemoglobina glicosilada, insulina basal, horménio
estimulante da tireoide, proteina C-reativa e pressao arterial sistélica e diastolica, indicando que
esse produto natural é promissor para o tratamento de diabéticos.

Um outro estudo realizado por Sobeh et al. (2019) relata a atividade potencial
antidiabética do extrato das folhas de E. uniflora em modelos animais com ratos. Neste estudo
foi evidenciado uma reducdo acentuada dos niveis séricos elevados de glicose e peroxidacdo
lipidica, assim como uma elevada concentracdo de insulina no soro, com valores maiores que

o0 controle positivo, a droga glibenclamida.

Atividade antimicrobiana

Algumas espécies de Eugenia foram investigadas por suas propriedades antibacterianas
e antifungicas, essas atividades estao relatadas na Tabela 3. Para a analise dos resultados foram
considerados os valores da concentracdo inibitéria minima (CIM), como potencial com boa
inibicdo (menor que 100 pg / mL), potencial inibitério moderado (entre 100 e 500 pg / mL),
fraco potencial inibitério (entre 500 e 1000 pg / mL) e auséncia de potencial inibitério (acima
de 1000 pug / mL) (SOUZA et al., 2014).
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Tabela 3: Atividade antimicrobiana das espécies de Eugenia

Espécie Parte da Extracdo Técnica do Microrganismos /MIC Referéncias
planta MIC
Extrato Microdiluicéo Staphylococcus aureus ATCC 25923 (MSSA)= 2,5 ug/mL; Lazarini etal.,
Frutos metandlico em caldo; Staphylococcus aureus ATCC 33591 (MRSA)= 250 ug/mL; 2018
clorexidina, Streptococcus mutans ATCC 700610 = 250 ug/mL;
ciprofloxacina, Escherichia coli ATCC 43895 >2000 ug/mL; Pseudomonas
vancomicina, aeruginosa ATCC 27853 = 250 pg/mL; Lactobacillus
ceftriaxona acidophilus ATCC 4356 = 62,5 ug/mL
E. brasiliensis
Folhas Oleo Microdiluicéo Staphylococcus saprophyticus = 500 pg//mL™ (coleta no Siebert et al.,
essencial em caldo outono e inverno) 2014

Staphylococcus saprophyticus = 1000 pg//mL™ (coleta no
verdo e primavera)
Staphylococcus aureus = ndo houve inibicéo;
Escherichia coli = 1000 pug/mL™*
Pseudomonas aeruginosa = 500 pg/mL™* (coleta no outono)

Pseudomonas aeruginosa = 1000 pg/mL (coleta no inverno)
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Folhas Extrato Microdiluicéo Bacillus subtilis (UFPEDA82)=25 mg/mL,; Azevedo et al.
metandlico em caldo Staphylococcus aureus (UFPEDA02)= 6.25 mg/mL; (2012)
clorafenicol Escherichia coli (UFPEDA224)= 25 mg/mL,; Klebsiella
pneumaniae (UFPEDA396)= 25 mg/mL; Salmonella
enteritidis (UFPEDA414) > 50 mg/mL; Pseudomonas
aeruginosa (UFPEDA416)= 12.5 mg/mL.
E. brejoensis
Folhas Oleo Difisdo em agar/ Nanoemulsdo 1% obtida a 8 rpm contra Pseudomonas Mendes et al.
essencial clorafenicol fluorescens (ATCC 13525) = 15 + 4mm (2018)
Nanoemulsdo 1% obtida a 12 rpm contra Pseudomonas
fluorescens (ATCC 13525) =5+ 1 mm
E. calycina  Folhas Oleo Microdiluicéo S.mutans (ATCC Sousa et al.
Cambess. essencial  em caldo/ CHD 25175) >400 pg/mL?; (2015)

(chlorhexidine
dihydrochloride)

and cisplatine

S. mitis (ATCC 49456) = 400 pg/mL™:;
S. sanguinis (ATCC 10556) = 400 pg/mL™;
S. sobrinus (ATCC
33478) > 400 pg/mL™;
P.nigrescens (ATCC
33563) = 100 pg/mL?;

P. gingivalis (ATCC33277) = 100 pg/mL™;
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A.naeslundii (ATCC 19039) > 400 pg/mL*; B. fragilis

(ATCC
25285) > 400 pg/mL*
Folhas Extrato Difuséo em Aeromonas hydrophila (isolado clinico) = 14mm Jasmine et al.
metandlico  agar/ penicilina, Acinetobacter baumannii (isolado clinico) = 21 mm (2010)
ampicilina, Citrobacter freundii (isolado clinico) = 17 mm
cefuroxime, Escherichia coli (isolado clinico) = 15mm
cefotaxime Enterobacter aerogenes (isolado clinico) =14 mm

Klebsiella pneumoniae (isolado clinico) =16 mm
Pseudomonas aeruginosa (isolado clinico) =21 mm
Proteus mirabilis (isolado clinico) =19 mm
Escherichia coli ATCC 25922 = 18 mm

E. jambolana P. aeruginosa ATCC 27853 = 16 mm
Folhas Extrato Microdiluicéo Escherichia coli 06 (EC 06) >1024pug/mL; Sobral-Souza
etandlico em caldo Candida albicans 40006 (CA INCQS 40006) >1024pg/mL. etal. (2019)
Cloreto de
mercurio
E. platysema  Folhas Oleo Microdiluicéo Staphylococcus aureus (ATCC 25923) >1000 pg.mL™* Tenfen et al.
essencial em caldo/ S. saprophyticus (ATCC 15305) >1000 pg.mL™* (2015)

Escherichia coli (ATCC 25922) > 1000 pg.mL™*




Gentamicina;

Ciprofloxacina

Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) > 1000 pg.mL™*
Mycoplasma mycoides subsp. capri (NCTC 10137) > 1000
pg.mL?

:Mycoplasma genitalium (ATCC 33530) > 1000 pg.mL™*

: Ureaplasma urealyticum (ATCC 27618) > 1000 pg.mL™*
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E. uniflora

Folhas

Extrato Microdiluicéo Staphylococcus aureus ATCC 25923 = 1.250 + 0; Falcdo et al.
bruto em caldo Staphylococcus epidermidis INCQS 00016 = 0.313 £ 0; (2018)
cefalotina Enterococcus faecalis ATCC 29212 = 1.250 + 0;
gentamicina Escherichia coli ATCC 25922 NI = ndo inibiu
vancomicina Salmonella enteretidis INCQS 00258 = 1.250 £ 0
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 =1.250+ 0
MRSA = néo inibiu
Microdiluicéo Candida albicans INCQS 40006 = 125 pg/mL, Candida Santos et al.,
em caldo tropicalis INCQS 40042 = 31.2 pug/mL, 2018b
Fluconazol
Microdiluicéo Candida albicans (isolado clinico) = 208.3 pg/mL Candida Victoria et al.
Oleo em caldo parapsilosis (isolado clinico) = 208.3 pg/mL Candida (2012)
essencial sulphadiazine guilhermondii (isolado clinico) = 109.4 pg/mL Candida

cephalotine

globosa (isolado clinico) = 187.5 pg/mL Candida lipolytica
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(isolado clinico) = 93.7 pg/mL Candida laurentii (isolado
clinico) = 208.3 pg/mL Trichosporon asahii (isolado clinico) =
312.5 pg/mL

E. pyriformis Folhas Extrato Microdiluigédo Enterococcus faecalis ATCC 29212 =125 pg/mL Souza et al.
Cambess. etandlico em caldo S.aureus ATCC 25923 = 125 pg/mL (2014)
E. coli ATCC 25922 = 1000 pg/mL
K. pneumoniae ATCC 700603 =1000 pg/mL
P. aeruginosa ATCC 27853 = 1000 pg/mL
Candida albicans ATCC 40175 = 31. 25 pg/mL
Candida crusei ATCC 40174 = 7.81 pg/mL
Candida parapsilosis ATCC 40038 = 15.62 pug/mL
E. Oleo Microdiluicéo Streptococcus salivarius (ATCC 25975) = 200 pg/mL, Carneiro et al.
klotzschiana Folhas essencial em caldo/ Streptococcus mutans (ATCC 25175) = 50ug/mL, (2017a).
Berg Chlorhexidine Streptococcus mitis (ATCC 49452) = 200 pg/mL,
digluconate Streptococcus sanguinis (ATCC 10556) = 400 pg/mL,
Streptococcus sobrinus (ATCC 33478) = 400 pg/mL,
Prevotella nigrescens (ATCC 33563) = 50 pg/mL.
E. Frutos Extrato Microdiluicéo Candida albicans ATCC 90028 >2000 pug/mL Sardi et al.
myrcianthes etanolico em caldo (2017)
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Extrato Microdiluicéo Bacillus cereus (ATCC 14579) = 30 pg/mL, Machado et al.,
E. Folhas bruto em caldo/ Staphylococcus aureus (ATCC 6538P) = 50 pg/mL, (2005)
umbelliflora vancomicina Staphylococcus saprophyticus (ATCC 35552) =50 pug/mL,
Streptococcus agalactiae (ATCC 13813) = 20 pg/mL.
Oleo Difusdo em Listeria monocytogenes ATCC 7973 = 12 mm Staphylococcus ~ Medeiros et
E. stipitata Folhas essencial agar/ aureus ATCC 25923 = 14 mm Pseudomonas aeruginosa al., (2003)
McVaugh Tetraciclina ATCC 27853 =11 mm
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Dentre as Eugenia spp. encontradas no Dominio Caatinga destacam-se a E. dysenterica
e E. brejoensis O 06leo essencial das folhas de E. dysenterica em concentracdes até 1000 mg /
ml néo obteve atividade antifingica contra cepas de Candida. Enquanto o mesmo 6leo foi ativo
contra espécies de Cryptococcus neoformans, em concentragdes inferiores a 500 pg/ml
(COSTA etal., 2000). De acordo com Nader (2010), os extratos de E. dysenterica DC. também
ndo possuem atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa
e Escherichia coli. Daza et al. (2017) avaliaram a atividade antimicrobiana dos pos dos frutos
de E. dysenterica associados a diferentes concentra¢fes de inulina e goma arabica contra S.
aureus e L. monocytogenes. Todas as amostras associadas a goma arabica como veiculo
mostraram inibicdo de S. aureus e L. monocytogenes, enquanto apenas as amostras com 10 e
20% de inulina foram potencialmente ativas. O valor mais baixo de MIC foi mostrado no p6
obtido com 10% de goma ardbica, para os dois microrganismos. Cecilio et al. (2012)
pesquisaram a atividade do extrato das folhas de E. dysenterica contra o rotavirus e através de
analise RT-PCR ndo detectou amplificacdo do material genético do virus. A concentracao
méaxima nao toxica variou de 50 a 500 g / mL e observou-se toxicidade na concentracdo de 5000
g / mL. Taninos, flavondides, saponinas e terpenos foram as principais classes de produtos
naturais encontrados.

Um estudo realizado por Trentin et al. (2014) avaliou o potencial do extrato de E.
brejoensis como inibidor de biofilme produzido por P. aeruginosa., o qual ndo apresentou
atividade expressiva. Enquanto o 6leo de E. caryophyllata exibiu atividade antimicrobiana
frente a Pseudomonas aeruginosa, Staphyloccocus aureus e Escherichia coli (NUNES;
AQUINO, 2012), bem como apresenta atividade antifingica contra 53 fungos patogénicos
(CHAIEB et al., 2007a).

Atividade antiparasitaria

Vérias doengas causadas por protozoarios, como a doenca de chagas (Trypanosoma
cruzi), amebiase (Entamoeba histolytica), leishmaniose (Leishmania sp.), giardiase (Giardia
lamblia), tricomoniase (Trichomonas vaginalis) e malaria (Plasmodium spp.) tornaram-se
graves problemas de satde publica. As drogas antiprotozoérias disponiveis apresentam algumas
desvantagens como: efeitos colaterais, necessidade de uso prolongado e resisténcia a certas
espécies (SAUTER etal., 2012).

Os oOleos essenciais extraidos de algumas especies de Eugenia apresentam atividade

antiparasitaria comprovada (SANTOS et al., 2012). Os constituintes terpénicos auxiliam na
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difusdo dos Oleos essenciais através da membrana celular parasitaria, pois conferem carater
hidrofébico, modificando as rotas metabdlicas e as organelas intracelulares (RAUT;
KARUPPAYIL, 2014). Os o6leos essenciais ao interagirem com a membrana dos parasitas
provocam danos fisioldégicos que promovem a perda da permeabilidade dessa organela e
culminam com a morte celular (BAKKALI et al., 2008; KNOBLOCH et al., 1989).

O dleo essencial das flores frescas de E. klotzschiana, cujos componentes majoritarios
sd0 0s sesquiterpenos: PB-cariofileno (21,1%), espatulenol (20,9%) e biciclogermacreno
(10,2%), apresentaram atividade frente as formas tripomastigotas do Trypanosoma cruzi, sendo
observado um aumento da inviabilidade destas celulas com a elevagdo da concentragéo do 6leo
essencial que obteve satisfatdria atividade tripanocida em comparagdo com controle positivo, o
benzonidazol (CARNEIRO et al., 2017b).

Souza et al. (2017b) relatam que as espécies E. jambolana e E. uniflora demonstraram
uma ampla variedade de compostos flavondides associados a atividade antiparasitaria, contra
promastigotas de Leishmania sp. e epimastigotas de Trypanosoma cruzi.

Uma outra espécie também tem se destacado, E. brejoensis é uma planta tipica da
Caatinga brasileira e 0 0leo essencial das suas folhas tem apresentado excelentes resultados no
campo de atividades biologicas. Souza et al. (2017a) relatam que um 6leo essencial dessa
espécie é composto por 94,51% de sesquiterpenos, cujos componentes majoritarios sio o-
cadineno (15.88%), trans-cariofileno (9.77%) e a-muurolol (9.42%). O ¢leo de E. brejoensis
inibiu as formas epimastigotas, tripomastigotas e amastigotas de Trypanosoma cruzi e foi a
mais efetiva, quando comparada com os 6leos essenciais de outras espécies da Caatinga, entre
elas Hyptis pectinata, Hypenia salzmannii, Lippia macrophylla e Syagrus coronata. O
componente majoritario d-cadineno apresenta atividades anti tumoral e anti tripanocida
comprovadas (COSTA et al., 2013), enquanto o segundo composto mais abundante, trans-
caryophylleno também possui propriedades anti-inflamatoria, antibacteriana, antifingica,
antileishmania e antimalarica contra L. amazonensis e Plasmodium falciparum,
respectivamente (SOUZA et al., 2016). O extrato das folhas de E. brejoensis isolado no estado
de Pernambuco, ndo foi efetivo na reducdo da viabilidade de trofozoitos de Trichomonas
vaginalis (FRASSON et al., 2012).

Sampaio et al. (2019) estudaram o 6leo essencial extraido das folhas de E. gracillima,
coletada no estado de Pernambuco, cujos componentes majoritarios sdo germacrene D
(16,10%), y- muurolene (15,60%), biciclogermacrene (8,53%), germacrene B (7,43%) e A
elemene (6,06%) inibiu as formas promastigotas de Leishmania braziliensis e Leishmania

infantum, sendo este um estudo inédito que demonstra o potencial leishmanicida da espécie.
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A espécie E. pitanga, popularmente conhecida como pitanga do campo e utilizada contra
a diarreia, apresentou atividade frente as formas promastigotas de Leishmania amazonensis,
com alta concentracdo de sesquiterpenos oxigenados, cujos constituintes principais
identificados foram o espatulenol, globulol e (2E,6E) farnesoato de metila. A abundancia de
sesquiterpenos pode justificar a diferenca na atividade antileishmanicida observada entre os
Oleos essenciais de diferentes espécies de Eugenia, um exemplo é a atividade reduzida
encontrada na E. jambolana, espécie com predominancia de monoterpenos (KAUFFMANN et
al., 2017).

O extrato etandlico de E. uniflora apresentou um relevante potencial leishmanicida, pois
inibiu 65% do crescimento de L. brasiliensis, testada a uma concentracdo de 100 pg/mL
(SANTOS et al., 2013). Enquanto o extrato metandlico da mesma planta foi considerado inativo
contra formas promastigotas de L. amazonensis e L. chagasi (BRAGA et al., 2007).

Espécies de Eugenia também tem apresentado atividade acaricida. O 6leo essencial de
E. caryophyllata foi investigado seu potencial acaricida in vitro e in vivo contra o &caro
Psoroptes cuniculi apresentando boa atividade, sendo o eugenol o composto majoritario
(59,3%), possivelmente responsavel pela atividade acaricida (FICHI et al., 2007). O estudo
realizado por Chaieb et al. (2007b) encontrou humulenol e eugenol como compostos principais
e determinou que o Oleo de E. caryophyllata possui acdo antiparasitéria, contra Pediculus
capitis (YANG et al., 2003).

A atividade acaricida dos 0leos extraidos das folhas de E. lutescens Cambess e E.
langsdorffii O. Berg, coletadas no periodo chuvoso e na estacdo mais seca foram avaliadas
contra Tetranychus urticae, sendo encontrados o-pineno e [B-pineno como componentes
majoritarios do 6leo de E. Lutescens, enquanto biciclogermacreno, espatulenol e B-cariofileno
predominaram em E. langsdorffii. Entre os 0Oleos testados, E.langsdorffii coletado em alta
temperatura e baixa umidade relativa do ar apresentou uma melhor propriedade acaricida.
Entretanto, ambos os 6leos coletados em baixa temperatura e alta umidade relativa reduziram
drasticamente o numero de ovos de acaro (RIBEIRO et al., 2016).

O extrato de E. uniflora reduziu a quantidade de larvas de nematodeos gastrintestinais
de ovinos, especialmente H. contortus e Trichostrongylus sp. presentes em fezes ovinas
(HASSUM et al., 2013). Além disso, a atividade anti-tricomonica do extrato metandlico de
folhas E. uniflora foi superior ou comparavel a do metronidazol, sendo o uso popular da planta
como agente antiparasitario confirmado como seguro, podendo a mesma ser utilizada na

etnomedicina (IBINKULE et al., 2011). As cascas do tronco dessa planta, preparadas atraves
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de decoccdo com fervura foram testadas contra o protozoario intestinal patogénico Giardia
lamblia, apresentando atividade com CIM de 0,313 mg/ml (BRANDELLI et al., 2009).

Atividade inseticida e moluscicida

De acordo com o estudo realizado por Silva et al. (2015a), os compostos identificados
no 6leo essencial extraido das folhas de E. brejoensis foram constituidos principalmente de
sesquiterpenos (62,7%) e sesquiterpenos oxigenados (26,6%). Os principais constituintes foram
d-cadineno (22,6%), P-cariofileno (14,4%), a-muurolol (9,34%), a-cadinol (8,49%) e
biciclogermacreno (7,93%). Esse 0Oleo exibiu atividade moderada contra as larvas de quarto
estadio de A. aegypti, cuja mortalidade foi observada com solucdes contendo mais de 100 ppm
de oleo. As concentragdes necessarias para matar 50% das larvas do mosquito variaram entre
160 e 280 ppm, obtendo-se um valor médio de CL50 de 214,7 + 12,3 ppm.

E. candolleana D.C. (murtinha, murta, ameixa-da-mata, cereja-roxa), apresenta 6leo
essencial rico em sesquiterpenos, prevalecendo o p-elemeno (35,87 = 0,13%) como
componente majoritario. Com a realizacdo de experimentos para testar a atividade larvicida,
obteve-se 100% de mortalidade das larvas do A. aegypti em 24 horas, ap6s o tratamento com o
6leo na concentragdo de 0,50 pg.uL ! sendo a CL50 estimada em 0,30 pg.puL™ (NEVES et al.,
2017).

O dleo essencial de E. piauhiensis, cujos compostos majoritarios sdo 0s sesquiterpenos
hidrocarbonetos apresentou atividade contra as larvas de A. aegypti, com a concentracdo letal
(CL50) variando de 230 a 292 mg / L ap6s 24 horas de exposi¢do (DIAS et al., 2015).

Bezerra et al. (2002) testaram a atividade moluscicida do extrato etanolico das folhas e
da casca de E. dysenterica contra o caramujo Biomphalaria glabrata, através da submersdo de
caramujos em solucdo. Em seguida constatou-se que 0 extrato obtido da casca ndo apresentou
mortalidade depois de 48 horas, enquanto o extrato obtido das folhas mostrou uma mortalidade
de 100% a concentracdo de 100 ppm e de 10% na concentracdo de 50 ppm. Esta atividade é
explicada pela acdo dos taninos condensados e flavonoides presentes no extrato.

Oliveira et al. (2006) avaliaram o potencial moluscicida e larvicida do extrato etandlico
das folhas e cascas do caule de E. malaccensis L. coletadas no Estado de Alagoas, Brasil,
testando-as contra caramujos Biomphalaria glabrata, e frente as larvas do mosquito Aedes
aegypti L. Os extratos etandlicos da casca do caule e das folhas foram inativos frente as larvas
de Aedes aegypti na concentragdo de 500 pg/mL, porém, ativos contra Biomphalaria glabrata
(CL50 =42,53 ¢ 41,90 pg/mL, respectivamente).
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Toxicidade

Uma preocupacao recorrente sobre o uso indiscriminado de plantas medicinais com
finalidade terapéutica condiz a toxicidade das mesmas (VIEIRA et al., 2012). Extratos de
sementes de E. dysenterica foram testados quanto a toxicidade em culturas de Artemia salina
apresentando valores de LD50 de 57,0 mg.mL ~ !, demonstrando a toxicidade do mesmo
(FONSECA et al., 2013).

Sobral-Souza et al. (2019) realizaram um estudo sobre a utilizagdo do extrato e fracfes
de E. jambolana contra os efeitos toxicos de metais pesados como o mercurio, demonstrando
assim a sua citoprotecdo. Os resultados obtidos determinam que o citado extrato e suas fracoes
sdo ricas em taninos e derivados de flavondides, responsaveis pela citoprotecdo de células
vegetais de L. sativa devido ao seu potencial antioxidante e quelante. A aplicacdo de produtos
com alto teor de flavondides pode ser testada como uma estratégia de protecdo para o
desenvolvimento de vegetais em ambientes contaminados com mercurio, representando uma
técnica de fitorremediacdo de baixo custo.

Sousa et al. (2018) demonstraram a atividade citoprotetora de E. jambolana Lam. contra
o aluminio, a qual foi efetiva em um modelo vegetal. Vale destacar que o extrato etandlico
apresentou os melhores resultados no crescimento e germinacgéo da alface. Desse modo, essa
planta pode se apresentar como alternativa para inibir os efeitos toxicos em raizes de plantas,
considerando que este € um problema recorrente nos solos e que pode afetar o desenvolvimento

agricola.

Conclusao

Os estudos realizados evidenciam a importancia das espécies de Eugenia spp. obtidas
de diferentes fitosionomias. Dentre as diversas potenciais atividades bioldgicas, este manuscrito
abordou atividades: antidiabética, antimoluscicida, antimicrobiana, antiparasitaria,
fotoprotetora, inseticida, analgésica, antipirética, antiartritica, cicatrizante, anti-inflamatoria,
hepatoprotetora, farmacoldgica, anti-oxidante, gatroprotetora. Assim, tornam-se necessarios
mais investimentos em pesquisas que investiguem essa vegetacao e permitam a descoberta de
novas propriedades, além de intensificar o estudo das plantas ja descobertas, visando o seu uso

de forma segura.
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RESUMO

A espécie arbustiva pertencente a familia Myrtaceae, Eugenia brejoensis Mazine, é encontrada
no semiarido brasileiro em regides conhecidas como Brejos de Altitude. Popularmente utilizada
como medicinal, a planta possui um potencial farmacéutico de interesse. O objetivo desse
estudo foi analisar a presenca de compostos fenolicos nesta espécie por meio de técnicas
qualitativas e quantitativas, espectroscdpicas e por métodos cromatograficos avancados, além
de verificar as suas atividades antioxidante, antimicrobiana e citotoxica frente a linhagens
tumorais de HeLa e de eritrocitos de carneiro. Para a quantificagdo dos compostos fenolicos
foram utilizados métodos espectroscopicos com o reagente Folin-Ciocateau para fenois totais e
cloreto de aluminio (AICIs3) para flavonoides totais. Na anélise qualitativa para presenca de
fenois, as amostras foram submetidas a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),
comparando os picos obtidos com os de padrées de compostos fendlicos e a partir de


mailto:edson.renan@ufpe.br

75

cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia (CCDAE), comparando as bandas nas
amostras com as bandas dos padrdes. Em relacdo a atividade antioxidante, os testes realizados
foram o de reducédo do radical DPPH, do radical ABTS e o fator de protecdo solar (FPS). A
atividade antimicrobiana dos extratos foi verificada pelo método de difusdo em disco para
bactérias Gram-positivas, Gram negativa e levedura. A citotoxicidade dos extratos e fra¢des foi
verificada para células HeLa e eritrocitarias de carneiro. Os resultados dos testes quantitativos
demonstraram que as fracOes acetato de etila e metanol detém a maior parte dos compostos
fenolicos. Nas analises qualitativas por CLAE e CCDAE néo foi possivel identificar compostos
fendlicos correspondentes aos padrdes aplicados nas andlises. Na avaliacdo da atividade
antioxidante, as fracfes acetato e metanol destacaram-se como as de maior percentual de
inibicdo da acdo oxidativa, no teste com o DPPH, com o ABTS e também na verificagdo do
FPS. A atividade antimicrobiana dos extratos destacou o potencial da fracdo ciclohexano que
conseguiu inibir o crescimento das bactérias S. aureus, M. luteus e Escherichia coli. Em relacéo
a citotoxicidade, frente a linhagem de HeLA as fracdes ciclohexano e acetato de etila
conferiram uma taxa de mortalidade elevada, demonstrando o potencial antitumoral dessas
amostras. Enquanto que diante das células eritrocitarias de carneiro, ndo houve dano induzido
por fragilidade osmotica, a ndo ser por parte do extrato bruto, porém com uma porcentagem
baixa, menor que 5% para a concentracdo mais alta (1000 pg/mL). A partir de todos os
resultados obtidos, conclui-se que os extratos das folhas de E. brejoensis apresentam grande
guantidade de compostos fenolicos, que garantem a esses extratos uma atividade antioxidante
relevante, aumentando assim o interesse farmacoldgico nessa espécie. Além disso, os extratos
também apresentaram atividade antimicrobiana, com destaque para a acao frente a E. coli, uma
bactéria Gram-negativa. Em relacdo a citotoxicidade, os extratos foram ativos contra células
tumorais e ndo agrediram células saudaveis de carneiro, sendo um aspecto positivo para
vislumbrar a produgéo de farmacos antitumorais utilizando essa espécie.

Palavras-chave: Plantas medicinais, atividade antioxidante, compostos fendlicos, acédo
antimicrobiana, citotoxicidade

ABSTRACT

The shrub species belonging to the Myrtaceae family, Eugenia brejoensis Mazine, is found in
the Brazilian semiarid in regions known as Brejos de Altitude. Popularly used as medicinal, the
plant has a interesting pharmaceutical potential. The aim of this study was to analyze the
presence of phenolic compounds in the species by means of qualitative and quantitative
techniques, spectroscopic and by advanced chromatographic methods, in addition to verifying
their antioxidant, antimicrobial and cytotoxic activities against HeLa and sheep erythrocyte
tumor strains. For the quantification of phenolic compounds, spectroscopic methods were used
with the Folin-Ciocateau reagent for total phenols and aluminum chloride (AICI3) for total
flavonoids. In the qualitative analysis for the presence of phenols, the samples were submitted
to high performance liquid chromatography (HPLC), comparing the peaks obtained with those
of phenolic compounds standards and from high performance thin layer chromatography
(HPTLC), comparing the bands in the samples with the bands of the standards. Regarding the
antioxidant activity, the tests performed were the reduction of the DPPH radical, the ABTS
radical and the sun protection factor (SPF). The antimicrobial activity of the extracts was
verified by the disk diffusion method for Gram-positive, Gram-negative and yeast bacteria. The
cytotoxicity of the extracts and fractions was verified for HeL.a and sheep erythrocyte cells. The
results of the quantitative tests have shown that the ethyl acetate and methanol fractions contain
most of the phenolic compounds. In the qualitative analyzes by HPLC and HPTLC it was not
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possible to identify phenolic compounds corresponding to the standards applied in the analyzes.
In the evaluation of antioxidant activity, the ethyl acetate and methanol fractions stood out as
those with the highest percentage of inhibition of oxidative action, in the test with DPPH, with
ABTS and also in the verification of SPF. The antimicrobial activity of the extracts highlighted
the potential of the cyclohexane fraction that was able to inhibit the growth of S. aureus, M.
luteus and Escherichia coli bacteria. Regarding cytotoxicity, compared to the HeL A strain, the
cyclohexane and ethyl acetate fractions conferred a high mortality rate, demonstrating the
antitumor potential of these samples. Whereas in the presence of sheep erythrocyte cells, there
was no damage induced by osmotic fragility, except for the crude extract, but with a low
percentage, less than 5% for the highest concentration (1000 pg / mL). From all the results
obtained, it is concluded that E. brejoensis leaf extracts have a large amount of phenolic
compounds, which guarantee these extracts a relevant antioxidant activity, thus increasing the
pharmacological interest in this species. In addition, the extracts also showed antimicrobial
activity, with an emphasis on the action against E. coli, a Gram-negative bacterium. Regarding
cytotoxicity, the extracts were active against tumor cells and did not harm healthy sheep cells,
being a positive aspect to envision the production of antitumor drugs using this species.

Keywords: Eugenia brejoensis, antioxidant, phenolic compounds, antimicrobial action,

cytotoxicity

Introducéo

A especie da familia Myrtaceae, Eugenia brejoensis Mazine, € uma espécie arbustiva
popularmente conhecida como cutia, encontrada em areas chamadas Brejos de Altitude,
florestas umidas das terras altas localizadas em inselbergs no dominio semiarido da Caatinga
do estado de Pernambuco (nordeste do Brasil) (SILVA, et al., 2015). As folhas, frutos e cascas
de caule desta planta tém sido utilizados na medicina tradicional como antifebril, antidiarreica
e antirreumatica, e relatos sugerem que os extratos de folhas demonstraram possuir atividades
antibacterianas, ja o 6leo essencial de E. brejoensis apresenta atividade larvicida e previne o
estresse oxidativo, devido a presenca de compostos fendlicos que possuem comprovadamente
acao antioxidante (AZEVEDO et al., 2012).

Antioxidantes sdo compostos com capacidade de retardar ou inibir 0s processos de
oxidacdo, que ocorrem naturalmente devido a influéncia do oxigénio atmosférico ou de espécies
reativas de oxigénio. Eles estdo envolvidos em mecanismos de defesa em organismos contra
patologias associadas ao ataque de radicais livres (PISOSCHI e NEGULESCU, 2011). Doengas
como cancer, doenga coronariana, obesidade, diabetes tipo 2, hipertensao e catarata podem ser
prevenidas pela acdo de compostos antioxidantes (HARVOLSEN, et al., 2002). As plantas

aparecem como uma fonte importante de moléculas bioativas e uma alternativa para a
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descoberta de medicamentos. Muitas moléculas bioativas isoladas servem como materiais de
partida para a sintese de farmacos em laboratorio, bem como modelo para a producdo de
compostos biologicamente ativos (DHANANI, et al., 2013).

Existem inimeros antioxidantes nas plantas: compostos fendlicos, carotenoides,
flavondides, proantocianidinas, derivados do &cido benzdico, estilbenos, cumarinas, lignanas e
ligninas (LINDSAY e ASTLEY, 2002). Muitas atividades medicinais das plantas sdo atribuidas
a esses compostos bioativos, como por exemplo as atividades antimicrobiana e citotoxica, que
estdo associadas a esses compostos, geralmente produtos do metabolismo secundario.

Os dados encontrados na literatura acerca das propriedades dos bioativos presentes na
espécie E. brejoensis foram realizados com o seu 0Oleo essencial. No entanto, ndo foram
realizados estudos com extratos de folhas. Levando-se em consideracdo que os tipos de
compostos presentes no extrato bruto das folhas geralmente apresentardo caracteristicas
quimicas diferentes dos obtidos no 6leo essencial, essa abordagem possibilitara a investigacao
de mais bioativos da E. brejoensis, podendo haver a constatacdo de novas atividades atribuidas
a essa espécie. Nesta perspectiva, 0s objetivos do presente estudo foram: determinar as
atividades antioxidante, antimicrobiana, citotoxica e a fragilidade osmotica de extratos de
folhas de E. brejoensis coletadas no dominio Caatinga no nordeste do Brasil e verificar por

métodos qualitativos e quantitativos a presenca de compostos fenolicos.

Material e métodos

Material vegetal

As folhas de E. brejoensis foram coletadas durante o0 més de maio de 2017, de arvores
do Parque Nacional do Catimbau, Buique, Pernambuco, Brasil (Coordenadas: 8° 30' 57" S 37°
20" 59" O). Um voucher foi depositado no herbario do Instituto Agronémico de Pernambuco

com o niimero de acesso IPA 84033.

Preparacéo dos extratos

As folhas foram secadas em estufa de circulagdo de ar forcado a 40 ° C por 72h e 0s
extratos obtidos com etanol em ciclos de 24h durante trés dias. O extrato bruto foi entdo filtrado
e concentrado sob vacuo a 45 ° C, originando um material ceroso. Apos essa etapa o extrato foi

misturado com silica gel e metanol. Depois do solvente ter evaporado, a mistura foi colocada
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em um funil de Buchner com placa porosa, onde foi fracionado através de um gradiente de
solventes, do mais apolar ao mais polar (ciclo-hexano - tolueno - acetato de etila - metanol),

resultando em quatro fracGes distintas.

Quantificacéo de fenois

Os constituintes fendlicos totais dos extratos acima mencionados de E. brejoensis foram
determinados por métodos que envolvem o reagente Folin-Ciocalteu e &cido géalico como
padrdo (23, 24). A solugdo do extrato (0,1 mL) contendo 1000 pg do extrato foi transferida para
um baldo volumétrico; Foram adicionados 46 mL de agua destilada e 1 mL de reagente Folin-
Ciocalteu e o baldo foi completamente agitado. Ap6s 3 min, foram adicionados 3 mL de uma
solucédo de Na,COz a 2% e a mistura foi deixada repousar por 2 h sob agitacdo. A absorbancia
foi determinada usando o espectrofotdmetro de UV-Vis com a leitura do comprimento de onda
a 765 nm (A). As amostras foram preparadas em triplicata (1000, 500, 250 pg/mL) para cada
analise e o valor médio de absorbancia foi obtido. O mesmo procedimento foi repetido para a
solucdo padrdo de acido galico e a linha de calibragdo foi interpretada. Com base nas
absorbancias medidas, a concentracdo de compostos fendlicos foi calculada (mg/ml) a partir da
linha de calibracdo. Em seguida, o contetdo de compostos fendlicos presentes em extratos foi
expresso em termos de equivalentes de acido galico (mg de GA/g de extrato) (STANKOVIC,
2011).

Quantificacéo de flavonoides totais

A determinacdo de flavondides segue a metodologia proposta por Woisky e Salatino
(1998). Foi utilizado 0,5 mL de amostras dissolvidas e adicionado 0,5 ml de 2% AIClz (p / v)
de solucdo preparada em metanol. Ap6s 30 minutos de incubacdo & temperatura ambiente,
protegida da luz, a absorbancia a 420 nm foi medida em triplicata, incluindo a leitura do controle
negativo e do padrédo de quercetina. Os resultados foram expressos como miligramas quercetina

equivalente (mg QE) / g de peso seco de extrato de planta.

Determinacgéo do conteudo fenolico por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC-DAD)

A andlise por HPLC-DAD foi realizada em um cromatografo Agilent (Santa Clara, CA,
EUA) modelo 1200 Infinity Series, equipado com injetor automatico 1260 ALS (Autosampler)
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e detector ultravioleta 1260 DAD (Diode Array Detector), controlados pelo software OpenLAB
CDS versdo A.02.02-SR1. A separacdo ocorreu em uma coluna analitica Agilent Zorbax®
Eclipse Plus C18 (4.6mm x 100mm X 5-micron) precedida por uma pré-coluna Agilent
Zorbax® Eclipse Plus C18 (4.6mm x 100mm x 5-micron). A fase movel para eluicédo isocratica
foi constituida por &gua deionizada em sistema de purificacdo de &gua Milli-Q® (Merck,
Kenilworth, NJ, USA) e Metanol grau HPLC (pureza 99,95%) distribuido pela J.T. Baker
(Phillipsburg, NJ, EUA), ambos solventes com 0,1% de acido trifluoroacético (TFA) cada e na
proporcédo de 60:40 v/v. Os padrdes utilizados foram rutina, quercetina, cumarina e &cido galico,
todos com pureza grau HPLC, comprados da Sigma-Aldrich (San Luis, MI, EUA). A coluna e
pré-coluna foram termostaticamente controladas a uma temperatura de 25° C, o fluxo da analise
foi de 1 mL/min e o cromatograma monitorado a 270 nm, sendo registrado também o espectro
na faixa de 200-400 nm.

Cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia (CCDAE — HPTLC)

Modulos de CCDAE CAMAG (Muttenz, Suica) consistindo em um aplicador de
amostras automatico (Automatic TLC Sampler 4), uma cdmara de desenvolvimento (Automatic
Development Chamber ADC2) e um fotodocumentador (TLC Visualizer) controlados pelo
software WINCATS (versdo 1.4.4.6337). A fase estacionaria utilizada foi uma placa de Silica
Gel 60F254 (10 cm x 10 cm) composta por silica gel pré-revestida com suporte de vidro
compradas da E. Merck (Darmstadt, Alemanha). As amostras dos extratos foram aplicadas
utilizando-se agulha do tipo spray com fluxo constante de 150 nL/s sob fluxo de géas nitrogénio.
As bandas apresentaram 9.5 mm de comprimento com distancia de 8 mm da base da placa e 20
mm da lateral, com espa¢os de 12 mm entre os pontos de aplicacdo. As fases moveis utilizadas
para cada analise seguiram os protocolos descritos por Bladt e Wagner (1983), incluindo os

padrdes.

Atividade antioxidante

Reducéo do radical DPPH

A atividade sequestrante de radical livre de DPPH dos extratos foi realizada de acordo

com a metodologia de Brand-Williams e colaboradores (1995) com algumas modificacdes.

Uma solucéo de estoque de DPPH em metanol (200 M) foi adicionalmente diluida em metanol
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para se obter a UV-VIS absorbancia entre 0,6-0,7 a 517 nm, obtendo-se a solucdo de trabalho
de DPPH. Concentracdes diferentes dos extratos (40 uL ) foram misturados com solucéo de
DPPH (250 mL) e apds 30 minutos de incubagdo no escuro as absorbancias foram lidas ao
mesmo comprimento de onda acima mencionado. As medicGes foram realizadas em triplicatas

e suas atividades de eliminacéo foram calculados com base no percentual de reducéo do DPPH.

Ensaio do radical ABTS

Para o teste ABTS, o procedimento seguiu 0 método de Arnao e colaboradores (2001)
com algumas modificacbes. As solugdes-estoque incluiam 7,4 mM de solucdo ABTS + e 2,6
mM de solucdo de persulfato de potassio. A solucdo de trabalho foi preparada misturando as
duas solucbes estoque em quantidades iguais e permitindo que elas reagissem por 12 horas a
temperatura ambiente no escuro. Essa solugdo foi entdo diluida misturando 1 mL de solucéo
ABTS + com 60 mL de metanol para obter uma absorvancia de 1,1 + 0,02 unidades a 734 nm
usando o espectrofotémetro (UV 1800 Shimadzu). A solucdo ABTS + fresca foi preparada para
cada ensaio. Os extratos de frutas (150 puL) foram autorizados a reagir com 2850 pL da solugdo
ABTS + por 2 h em condi¢Ges escuras. Em seguida, a absorvancia foi obtida a 734 nm,
utilizando o espectrofotometro. A curva padrdo era linear entre Trolox 25 e 600 uM. Os
resultados sdo expressos em equivalentes uM Trolox (TE) / g de massa fresca. Dilui¢do
adicional era necessaria se o valor ABTS medido estivesse acima da faixa linear da curva

padréo.

Atividade fotoprotetora (FPS)

As solugbes das amostras foram preparadas na concentragdo de 100 mg/L. Varreduras
de 260 a 400 nm, com intervalos de 5 nm foram realizadas. Foi utilizado um espectrofotdmetro
(Quimis®), com cubetas de quartzo de 1 cm de caminho dptico para aquisi¢cdo dos espectros.
Os calculos foram realizados considerando os intervalos de A determinados, de acordo com a
equacdo de Mansur:

FPS = FC x X da absorbancia entre 290 a 320 nm x EE(A) = efeito eritemogénico da radiacdo x
I(A) = intensidade do sol x abs (L) = leitura espectrofotométrica da absorbancia da solu¢do do

filtro solar.

FPS = Fator de Protecéo Solar
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FC = Fator de correcéo

Atividade Antimicrobiana

A atividade antimicrobiana do extrato etandlico foi avaliada pelo método de difusdo em
disco de papel em meio gelificado utilizando como meio de cultura, o Muller Hinton para
bactérias e Sabouraud para a levedura (BAUER et al., 1966). As suspensdes padronizadas dos
micro-organismos teste foram semeadas na superficie do meio, em placas de Petri, contendo 18
mL do meio, com auxilio de Swab. Foram utilizados discos de 6 mm de didmetro embebidos
com a solucdo a 100 mg.mL-1 do extrato em estudo, dissolvido em dimetilsulfoxido (DMSO),
ficando cada disco a uma concentracdo de 2000 mg. As placas foram incubadas a 35 °C ou 30
°C, durante 24 ou 48 horas, dependendo das exigéncias dos micro-organismos.

Os testes foram realizados em triplicata e os resultados expressos em mm, obtidos pela
média aritmética do didmetro dos halos de inibicdo formado ao redor dos discos, nas 3
repeti¢des. O controle negativo foi realizado com discos embebidos em DMSQO. Os antibioticos
Canamicina e Cetoconazol foram utilizados no teste como padréo na concentracédo de 30 e 50
Hg por disco, respectivamente. Foram utilizadas as bactérias Gram positivas: Staphylococcus
aureus (DAUFPE 01), Micrococcus luteus (DAUFPE 06), Enterococcus faecalis (DAUFPE
138); Gram negativa: coli (DAUFPE 224), e levedura: Candida albicans (DAUFPE 1007).
Todos 0s micro-organismos estdo depositados na Colecdo de Microorganismo do
Departamento de Antibidticos da UFPE.

Citotoxicidade

A linhagem neoplésica HeLa (carcinoma uterino humano) foi obtida do banco de células
de Portugal, e mantida em estufa a 37 °C contendo 5 % de CO2, em meio especifico Dulbecco's
Modified Eagle Medium (DMEN), com 10 % de soro fetal bovino, e 1 % de Penicilina e de
Estreptomicina. Para o repique utilizou-se de tripsinas/EDTA (0,25 %). As células foram
plagueadas numa densidade 1 x 105 (linhagem aderida), por pogo em placas de 96 pocos. As
linhagens neoplésicas foram tratadas com os compostos na concentracdo Unica de 50 pg.mL-1
e em seguida incubadas por 72 horas. Apos este periodo 25 puL de MTT foi adicionado e as
células foram reincubadas por 3 h. A absorbancia foi lida apds dissolucdo do precipitado com
100 pL de DMSO em espectrofotometro de placa a 595 nm. Os experimentos foram realizados

em quadruplicatas.
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Fragilidade osmotica

A técnica de fragilidade osmdtica realizada foi baseada na metodologia descrita por
Darcie e Lewis (1975) com algumas modificagdes. O ensaio foi realizado em duplicata, as
amostras foram testadas em concentragdes de 1000, 500, 250, 125, 62,5 pg.mL* diluidas em
solugdo isotonica de cloreto de s6dio a 0,9%. As amostras receberam 75 pl de sangue de ovelha
(Multi Diagnostics) em cada concentracdo testada para verificar a hemdlise. O sangue das
ovelhas foi exposto ao extrato por 30 minutos.

Em seguida, as solugbes da amostra foram centrifugadas a 2500 rpm por 3 minutos a 25
°C. O controle negativo foi realizado com solucéo isoténica de cloreto de sédio a 0,9% e o
controle positivo com agua destilada, que recebeu os mesmos procedimentos utilizados nas
amostras de teste. A medida de absorbancia do sobrenadante foi realizada a 540nm em
espectrofotémetro (UV 1800 Shimadzu). Para determinacdo da taxa de hemdlise, foi realizada
uma medicdo a 540 nm sem adicao de sangue de ovelha.

Tambeém foram realizados esfregagos panéticos com o precipitado resultante do
procedimento para a observagdo da morfologia integral ou hemolitica dos eritrocitos, observado
através de um microscépio Optico conectado a cdmera Leica DFC-280 em aumento de 1000x.

A porcentagem de hemdlise foi calculada pela formula:

abs da amostra — Abs da coloragio x 100

Hemolise (%) =

Abs controle positivo
Resultados e discussdo
Ensaio de compostos fendélicos totais
Os resultados do ensaio para a quantificacdo de compostos fendlicos totais a partir do
reagente Folin Ciocateu demonstraram que a fragdo do extrato de folhas obtida com o acetato

de etila apresentou 0 maior indice desses compostos, seguida de perto pela fracdo metandlica,

extrato bruto e fracdo de tolueno, como mostrado na figura 1.

Figura 1. Resultados do teste quantitativo para presenca de fendis totais.
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Fenois totais

Metanol | 3216
Acetato de etila |  339,5
Tolueno | 2404
Ciclohexano |- 67,3

Extrato bruto | 291,9

0,0 50,0 100,0 150,0 200,0 250,0 3000 350,0 400,0
mg de ac. galico/g de extrato

A fracdo do ciclohexano foi a que apresentou a menor quantidade de compostos
fendlicos. Esses resultados corroboram com os obtidos em um estudo que detectou de forma
preliminar a presenca de polifendis e flavonoides nos extratos das folhas, frutos e galhos da E.
brejoensis (AZEVEDO et al., 2012). Em relagdo ao baixo indice na fragdo do ciclohexano, um
estudo realizado com extratos de folhas de Eugenia uniflora demonstrou que os compostos

fendlicos sdo mais abundantes nas fracGes mais polares do extrato (GARMUS, et al., 2014).

Teor total de flavondides

Para a quantificacdo dos flavonoides totais, os resultados obtidos mostraram que a
fracdo metandlica do extrato de folhas apresentou a maior concentracao de flavonoides, seguida
pela fragdo de acetato de etila, extrato bruto e fracéo de tolueno, mas nenhum dos valores foi

significativo, como mostra a figura 2.
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Figura 2. Resultados do teste quantitativo para presenca de flavonoides.

Flavonoides totais

Metanol
Acetato de etila
Tolueno

Ciclohexano

Extrato bruto

0,00 500 10,00 1500 20,00 2500 30,00 3500 40,00 45,00
mg de quercetina/g de extrato

Novamente a fracdo de ciclohexano apresentou uma baixa quantidade, dessa vez de
flavonoides, constatando a caracteristica polar desses compostos fenolicos. Os resultados
obtidos estdo de acordo com os apresentados em um trabalho encontrado na literatura que
confirmou a presenga de flavonoides nos extratos do material vegetal da E. brejoenisis
(AZEVEDO, et al., 2012). Em estudos com outras plantas do género eugenia, como a E.
uniflora e E. brasiliensis Lam., os flavonoides também estdo presentes, sendo uma classe de
metabdlitos frequente nas plantas desse género (TEIXEIRA, 2015; RATTMANN, 2012).

Andlise qualitativa de compostos fenolicos por HPTLC

Os resultados da analise da presenca de compostos fenolicos em HPTLC indicaram que
as amostras referentes as fracdes obtidas em acetato de etila e metanol apresentaram em sua
constituicdo compostos fenolicos, baseado na resposta desses compostos diante da presenca do
reativo de Neu. Porém, nao houve correspondéncia de banda com o padrao utilizado, a rutina,
em nenhuma das amostras (Figura 3). Esse resultado corrobora com um estudo de investigacédo
fitoquimica por meios convencionais para detectar a presenca de polifendis e flavonoides em
extratos de E. brejoensis (AZEVEDO et al., 2012).

Figura 3. Placa de analise qualitativa de compostos fendlicos em HPTLC. (A) Placa pré-
revelagdo. (B) Placa pos-revelacdo com reativo de Neu com setas indicando a revelacéo de
bandas pertencentes a compostos fendlicos. (1) Rutina; (2) Fracdo ciclohexano; (3) Fragdo

tolueno; (4) Fracdo acetato de etila; (5) Fragdo Metanol.
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O surgimento de bandas amarelas-alaranjadas indica a presenca dos compostos
fendlicos (WAGNER e BLADT, 1996). Estudos realizados com outras espécies de Eugenia
obtiveram resultados em relacdo a presenca de compostos fenoélicos que corroboram com 0s
dados obtidos na analise em CCDAE, como o realizado com o extrato em acetato/agua de folhas
de E. pollicina, que apresentou cerca de 77 mg de acido galico/g de extrato (RAMFUL, et al.,
2011) e o realizado com extratos em &gua e etanol de folhas da E. uniflora, apresentando cerca
de 400 mg de catequina/g de extrato de compostos fenolicos totais, para a extracdo feita com
etanol (MARTINEZ-CORREA, 2011).

Determinagéo do conteudo fendlico por HPLC

A verificagdo da presenca de compostos fendlicos em HPLC teve inicio a partir do
registro dos padr@es para posterior comparagdo com o extrato e fracGes, comparando 0s picos
e seus respectivos tempos de retencdo. Uma ferramenta crucial no registro dos padrées foi a
visualizagcdo tridimensional do cromatograma associado ao espectro ultravioleta. O
cromatograma da quercetina apresentou pico majoritario no tempo de retencéo de 10.827 min.

De acordo com Zvezdanovi¢ e colaboradores (2012), os picos caracteristicos dos
flavonoides sdo basicamente dois: A banda I, cobrindo a area de 300 a 380 nm (com méaximo
entre 350 e 370 nm), referente ao anel-B; A banda Il, cobrindo a &rea de 240 a 280 nm (com
méaximo entre 260 e 270), referente ao benzoil. Ambas as bandas e seus respectivos maximos
foram verificados nos espectros dos flavonoides obtidos no HPLC e o cromatograma da rutina
apresentou pico majoritario no tempo de retencédo de 2.743 min. J& para o padrdo de cumarina

o0 tempo de retencdo do pico majoritario foi de 15.847 min.
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De acordo com dados da literatura, os maximos de absorcdo caracteristicos das
cumarinas pode surgir proximo de 280 nm, indicando a presenca da banda B e em 325 nm,
referente a banda K (SEN e BAGCHI, 1958), corroborando assim com os resultados obtidos
neste trabalho.

Em relacdo a analise dos extratos, a avaliacdo foi realizada preliminarmente com a
fracdo metandlica da E. brejoensis, devido a polaridade mais baixa das demais fracGes.

Apesar de dados da literatura indicarem a presenca de compostos fendlicos em extratos
de E. brejoensis, ainda ndo hé relatos acerca de seus tipos (AZEVEDO et al., 2012), portanto a
auséncia de rutina, quercetina e cumarina nos extratos deixa uma lacuna em relacdo a identidade

desses compostos fenolicos.

Atividade antioxidante

De acordo com os resultados obtidos no ensaio de eliminacdo de DPPH radical, as
amostras que apresentaram os indices de atividade antioxidante mais altos sdo representadas
pelo extrato bruto nas concentragdes de 500, 16,25 e 8.125 ug / mL e pela fragdo metanolica

nas demais concentragdes, como mostra a figura 4.

Figura 4. Resultados do teste antioxidante de reducédo do radical DPPH.
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No teste do radical ABTS, os resultados corroboraram com os obtidos no teste do radical
DPPH, pois a fragdo metandlica do extrato de folhas apresentou a maior inibigéo, seguida pelo
extrato bruto e pela fragdo de acetato de etila (Fig. 5).
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Figura 5. Resultados do ensaio antioxidante do radical ABTS
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No ensaio da atividade fotoprotetora, os resultados indicaram que a fragdo metanolica
apresentou um fator de protecdo solar bastante proximo do controle positivo (quercetina),
enquanto que as demais amostras apresentaram valores menores que 20, que é o valor base para
classificar a atividade fotoprotetora (Fig. 6).

Figura 6. Resultados do ensaio do fator de protegdo solar (FPS)

Ensaio FPS

Ciclohexano ]

Tolueno |
acdeccts

vetarol - |
Extrato bruto |
auercetina |

0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00 35,00

Diante de todos os resultados dos testes antioxidantes, fica comprovado que 0s extratos
mais ricos em compostos fendlicos (fracdo metandlica, fracdo acetato e extrato bruto)
apresentam maior a¢do no combate aos processos oxidativos. Dados na literatura apontam que

a atividade antioxidante é reconhecida em algumas espécies do género eugenia, como por
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exemplo a Eugenia jambolana Lam. (SULTANA, 2007) e a Eugenia uniflora L. (VICTORIA,
2012). Em relacdo ao FPS especificamente, o fato de a fracdo metanolica apresentar fator de
protecdo tdo alto quando o da quercetina aponta para a possibilidade do uso desses extratos no
desenvolvimento de filtros solares. Um estudo realizado com extrato etanolico das folhas de E.
caryophilata demonstrou que essa espécie foi capaz de proteger fibroblastos da pele humana
da incidéncia de raios UV-B, tendo as autoras atribuindo essa acdo a presenca de flavonoides
nos extratos (PATWARDHAN e BHATT, 2015).

Atividade antimicrobiana

Os resultados obtidos na avaliacdo da atividade antimicrobiana indicam que a fracéo
ciclohexano foi a que apresentou um espectro mais amplo de acdo inibitdria, devido aos halos
formados frente aos microrganismos 01, 06 e 224, sendo o resultado para o ultimo
microrganismo de alta relevancia, tendo em vista que a Escherichia coli é uma bactéria Gram-
negativa e geralmente possui uma maior resisténcia aos bioativos. Os halos de inibicdo dos

microrganismos diante das amostras aplicadas estdo expressos abaixo na tabela 1.

Tabela 1. Resultados da leitura dos halos do teste antimicrobiano. 01 — Stafilococcus aureus;
06 — Micrococcus luteus; 138 — Enterococcus faecalis; 224 — Escherichia coli; 1007 —

Candida albicans.

Amostras\Microrganismos 01 06 138 224 1007
Extrato bruto 12 mm - - - -
Ciclohexano 10mm 14 mm - 20 mm -
Tolueno - 15 mm - - -
Acetato de etila - 10 mm - - -
Metanol - - - - -
Controle positivo 30mm  55mm - 26 mm 22 mm

Destaques positivos nos testes antioxidantes, as fracOes acetato e metanol néo
apresentaram relevancia (halos de inibicdo maiores que 10 mm) no teste antimicrobiano.
Nos trabalhos desenvolvidos com foco na atividade antimicrobiana do dleo essencial de

E. brejoensis comprovaram sua acdo diante de Pseudomonas fluorescens (MENDES et al.,
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2018) e de Stafilococcus aureus, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae e Escherichia coli (AZEVEDO et al., 2012).

Avaliacéo da citotoxicidade

Os resultados da avaliacdo da citotoxicidade perante células HeLa demonstrou que as
fragbes ciclohexano e acetato de etila incidiram um alto percentual de mortalidade a células
dessa linhagem, indicando uma citotoxicidade alta contra uma célula tumoral. Os resultados

obtidos estdo expostos na figura 7.

Figura 7. Resultado da citotoxicidade de extratos da E. brejoensis perante células HeLa
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Na fracdo ciclohexano geralmente sdo encontradas cumarinas de furano, lipideos e
ceras. Na fracdo acetato, por sua vez, cumarinas, flavonoides e esteroides. Estudos apontam que
essas classes de compostos sdo responsaveis por atividades citotdxicas perante células tumorais,
corroborando assim com os resultados obtidos com os extratos de E. brejoensis (BELTING e
PETERSSON, 1999; KUNTZ, 1999; KOSTOVA, 2005). O estudo realizado por Sousa (2015),
no qual ela avaliou a atividade citotoxica da E. calycina Cambess diante de células Hela,

também corrobora com os resultados obtidos neste trabalho.

Teste de fragilidade osmética
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O resultado do ensaio da citotoxicidade contra células eritrocitarias de carneiro esta
demonstrado na figura 8.

Figura 8. Porcentagem de hemolise causada em celulas eritrocitarias de carneiro pelos

extratos e fracdes de E. brejoensis
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As Unicas amostras que apresentaram alguma hemdlise foram o extrato bruto nas
concentracfes de 1000, 500 e 250 pg/mL e a fracdo acetato de etila na concentracdo de 1000
Hg/mL, apresentando porcentagem hemolitica de 4,9%, 4,1%, 2,45% e 0,96% respectivamente.
Estudos realizados por Da Cunha e colaboradores (2016) comprovaram que 0s extratos das

folhas de E. uniflora ndo induzem fragilidade osmdtica em células eritrocitarias humanas.

Conclusoes

A partir dos resultados obtidos neste trabalho, apurou-se que os extratos das folhas de
E. brejoensis possuem uma grande quantidade de compostos fendlicos, que estando
comprovadamente associados a atividade antioxidante, garante a essa especie um potencial a
ser explorado na busca por bioativos que combatem os processos oxidativos, aumentando assim
0 interesse farmacoldgico nessa espécie. A fracdo metandlica do extrato das folhas da espécie
apresentou um alto fator de protecdo contra a acdo dos raios solares, 0 que possibilita 0 uso
desse material na formulacao de produtos como filtros solares, dentre outros cosméticos. Além
disso, os extratos e fracdes também apresentaram atividade antimicrobiana, com destaque para

a acdo frente a E. coli, uma bactéria Gram-negativa. Em relacdo a citotoxicidade, os extratos
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foram ativos contra células tumorais e ndo agrediram células saudaveis de carneiro, sendo um

aspecto positivo para vislumbrar a producdo de farmacos antitumorais utilizando essa espécie.
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5 CONCLUSAO

Espécies vegetais tradicionalmente utilizadas como medicamento normalmente
carregam em sua constituicdo moléculas bioativas com as mais diversas aplica¢cdes na salde
humana. A Caatinga € um verdadeiro reduto de plantas dotadas de propriedades medicinais
muito devido a sua caracteristica ambiental rigida para as espécies que nela habitam. Este
estudo teve foco na espécie E. brejoensis, constatando, por meio de técnicas convencionalis e
avangadas, que esta representante da familia Myrtaceae possui compostos fendlicos que lhe
garantem atividades bioldgicas como antioxidante, além de apresentar agdo antimicrobiana e
citotoxica, fornecendo dados para fomentar futuras pesquisas acerca do potencial

farmacologico da espécie.
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