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RESUMO: As doengas transmitidas por alimentos ocorrem principalmente devido a ingestao
de alimentos contaminados por microrganismos patogénicos, dentre eles a Escherichia coli e
Listeria monocytogenes. Uma das alternativas estudadas para minimizar a contaminacéo de
alimentos é o emprego de plantas, ou seus extratos, como agentes antimicrobianos de origem
natural em produtos alimenticios. Desta forma o objetivo do presente estudo é fornecer dados
cientificos a respeito de duas plantas nativas do RS ainda ndo estudadas, Eugenia anomala e
Psidium salutare, visando potencial emprego como agente antimicrobiano natural em alimentos.
Para tanto, avaliou-se a atividade antimicrobiana de extratos de E. anomala e P. salutare contra
E. coli e L. monocytogenes através da determinagéo da concentragao inibitéria minima (CIM)
pelo método de microdiluigdo em caldo, a capacidade antioxidante dos extratos por meio do
método de reducéo do radical DPPH e a citotoxicidade in vitro empregando células CHO-K1.
Os resultados obtidos mostraram que os extratos de acetato de etila e etandlico de ambas as
espécies possuem agao antioxidante muito alta, de 94,08% e 93,86%, respectivamente. Apenas
o extrato hexanico de P. salutare apresentou agéo antimicrobiana moderada (CIM = 312,5
pg/mL). Todos os extratos apresentaram acgao citotoxica sendo que os maiores percentuais
foram do extrato cloroférmico de E. anomala (77,05%) e hexanico de P. salutare (76,79%),
na concentragdo de 100 pg/mL. Assim, o presente estudo demonstrou que as espécies
vegetais estudadas apresentam potencial para emprego como agente antimicrobiano destes
microrganismos.

Palavras-chave: Concentracao Inibitdria Minima, Citotoxicidade in vitro, Atividade
Antioxidante.

ABSTRACT: Evaluation of the antimicrobial activity of extracts of Eugenia
anomala and Psidium salutare (Myrtaceae) against the Escherichia coli and
Listeria monocytogenes. The foodborne diseases occur mainly due to the ingestion of
food contaminated by pathogenic microorganisms, including Escherichia coli and Listeria
monocytogenes. One of the alternatives studied to minimize contamination of food is the use
of plants or their extracts as antimicrobial agents naturally occurring in food products. The
objective of this study is to provide scientific data on two native plants of RS have not studied
Eugenia anomala and Psidium salutare for a potential use as a natural antimicrobial agent in
food. To this end, we evaluated the antimicrobial activity of extracts of E. anomala and P. salutare
against E. coli and L. monocytogenes by determining the minimum inhibitory concentration
(MIC) by the broth microdilution method, the antioxidant capacity of the extract for means DPPH
radical reduction method and in vitro cytotoxicity using CHO-K1 cells. The results showed that
the ethyl acetate and ethanolic extracts of both species have very high antioxidant activity, of
94.08% and 93.86%, respectively. Only the hexane extract of P. salutare showed a moderate
antimicrobial activity (MIC = 312.5 mg/mL). Moreover, all extracts showed cytotoxic action of
which the highest percentages were the chloroform extract of E. anomala (77.05%) and hexane
P. salutare (76.79%) at a concentration of 100 mg/mL. Thus, the present study showed that
plant species have potential for use as an antimicrobial agent against these microorganisms.

Keywords: Minimal inhibitory concentration (MIC), Cytotoxicity in vitro, Antioxidant Activity.
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INTRODUGAO

As Doencas Transmitidas por Alimentos
(DTAs) vém se ampliando o que demonstra a
necessidade da criagdo de estratégias para
sua minimizacao e prevencao (Germano &
Germano, 2011; Tondo & Bartz, 2011). Ocorrem
devido a ingestao de alimentos contaminados
por microrganismos patogénicos, objetos lesivos,
substancias quimicas ou substancias toxicas
presentes naturalmente nos alimentos, sendo
responsaveis por milhares de hospitalizagdes,
centenas de mortes e muitas vezes complicagbes
irreversiveis (Riedel, 2005; Germano & Germano,
2011).

Estudos epidemioldgicos desenvolvidos na
Europa e América do Norte identificaram os principais
agentes etioldgicos de toxinfecgdes alimentares,
sendo eles: Salmonella spp, Staphylococcus
aureus, Clostridium perfringens, Bacillus cereus e
Escherichia coli (Germano & Germano, 2011). Assim,
a prevencgao destas doencgas torna-se fundamental
uma vez que estas sdo uma das principais causas
de mortalidade e perda da produtividade, a nivel
mundial (Germano & Germano, 2011; Tondo & Bartz,
2011). Dentre os diversos patégenos que podem
estar envolvidos em toxinfeccbes e problemas
relacionados ao uso de alimentos contaminados,
estdo a Escherichia coli (Gram-negativa) e Listeria
monocytogenes (Gram-positiva), as quais seréo o
foco do presente estudo.

O desenvolvimento de pesquisas a
cerca da aplicagdo de plantas com propriedades
farmacoldgicas para o emprego no desenvolvimento
de novos farmacos ou produtos para industrias
do segmento alimenticio vém ampliando-se e
instigando os pesquisadores na descoberta de
tais propriedades em plantas pouco ou nada
estudadas. Neste contexto, a crescente busca
por novos conhecimentos vém mostrando que
inUmeras plantas como as da familia Myrtaceae
apresentam expressiva atividade antimicrobiana
frente a diferentes microrganismos (Vuotto et al.,
2000; Lapcik et al., 2005; Nair & Chanda, 2007;
Henie et al., 2009; Silva et al., 2010; Weston, 2010).

Além disso, a resisténcia microbiana aos
antimicrobianos ja existentes vem se tornando
uma preocupacéo mundial e neste contexto uma
das alternativas que esta surgindo é o estudo de
antimicrobianos de origem vegetal (Williams &
Heyamn, 1998; Citoglu & Altanlar, 2003; Hamill et
al., 2003; Silva et al., 2010).

As espécies vegetais Eugenia anomala e
Psidium salutare pertencem a familia Myrtaceae
e sao plantas nativas do Rio Grande do Sul/RS —
Brasil.

Neste contexto, o objetivo deste estudo
foi avaliar a atividade antimicrobiana de extratos

de Eugenia anomala e Psidium salutare contra
Escherichia coli e Listeria monocytogenes através
da determinacgao da concentragao inibitéria minima
(CIM) pelo método de microdiluicao, a capacidade
antioxidante dos extratos por meio do método
de redugdo do radical DPPH e a citotoxicidade
in vitro empregando células CHO-K1. Podendo
assim, fornecer dados cientificos a respeito destas
plantas nativas do RS e uma alternativa potencial
de emprego de plantas como antimicrobiano
natural a ser utilizado pelas industrias de alimentos
propiciando o uso seguro dos alimentos que venham
a ser consumidos pela populagao.

MATERIAL E METODOS
Material Vegetal

As amostras de E. anomala e P. salutare
foram coletadas no municipio de Alegrete/RS,
sendo que a parte da planta utilizada foi as folhas.
Posteriormente, o material foi identificado pelos
seguintes numeros de exsicata: E. anomala
(HVAT 4083) e P. salutare (HVAT 4051) e estéo
armazenadas no MCN do Centro Universitario
UNIVATES.

Preparagcdo dos Extratos das Plantas

Para o preparo dos extratos primeiramente
selecionou-se as folhas e submeteu-se a secagem
em estufa a 40 °C + 1 °C. Em seguida o material
vegetal foi triturado e submetido ao processo
de extragcdo por esgotamento empregando-se
quatro solventes com polaridade distinta (hexano,
cloroférmio, acetato de etila e etanol) na proporgéo
de 1:10 (vegetal/solvente), respeitando-se esta
sequencia de polaridade. Cada solvente foi deixado
em contato com o material vegetal durante 3 dias
e em seguida filtrado e submetido a extragdo com
outro solvente, de acordo com a polaridade.

Os extratos obtidos foram rotaevaporados
em rotaevaporador termostatizado e refrigerados a
2 — 8 °C até o momento das andlises. Desta forma,
obteve-se quatro extratos de E. anomala e de P.
salutare (hexanico, cloroférmico, acetato de etila e
etandlico).

Atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi determinada
através da avaliagdo da redugao do radical DPPH
por espectrofotometria conforme a metodologia
adaptada desenvolvida por Brand-Williams et al.
(1995) empregando como padrédo antioxidante o
acido ascérbico. Foram preparadas solugbes do
padrdo de acido ascoérbico e dos extratos de E.
anomala e P. salutare nas concentragdes de 50, 25,
12,5, 6,25 e 3,125 ug/mL. Em cubetas foi adicionado
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1 mL de cada uma das solugdes preparadas, 1 mL
de metanol e 2 mL de solugdo de DPPH 0,004%.
Transcorridos 30 minutos foi lida a absorbancia
a 517 nm em espectrofotdmetro UV-VIS. Foram
realizadas trés repeticdes deste teste.

Lidas as absorbancias calculou-se a
atividade antioxidante (AA%) das amostras e do
padrao conforme a férmula abaixo:

%AA = 100 — [(Abs amostra — Abs branco) / Abs
controle] x 100

Onde: Abs amostra - a absorbancia da amostra.
Abs branco - absorbancia do branco (solugdo sem
DPPH). Abs controle - absorbancia do controle
(contém somente metanol e solugdo de DPPH).

A atividade antioxidante dos extratos de E.
anomala e P. salutare foi expressa em concentragao
necessaria para inibir 50% (IC,,) do radical livre
DPPH tendo como controle positivo o acido
ascorbico.

Atividade antimicrobiana

A avaliacado da atividade antimicrobiana
dos extratos contra E. coli e L. monocytogenes
foi realizada pelo método microdiluicdo conforme
metodologia adaptada das normas do “Clinical and
Laboratory Standards Institute” (CLSI) (NCCLS
document M7-A7, 2006). Foram empregadas
linhagens padrao Americam Type Culture Collection
de E. coli (ATCC 25922) e de L. monocytogenes
(ATCC 7644) cedidas pelo Laboratério de
Microrganismos de Referéncia da Fundacéo
Oswaldo Cruz — FIOCRUZ.

Foram preparadas solugdes estoque dos
extratos na concentragao de 20.000 pg/mL diluidos
em dimetilsuféxido (DMSO) 0,5% e agua purificada
estéril. Como padrao antimicrobiano foi empregado
o cloranfenicol 0,2 ug/uL e como controle do
diluente foi utilizado uma solugdo de DMSO 0,5%.
Os in6culos de E. coli e L. monocytogenes foram
preparados em meio especifico e padronizados
numa concentragao de 1,5 x 108 UFC/mL.

Para a determinacédo da concentragao
inibitéria minima (CIM) dos extratos a solugéo
estoque de cada extrato, do controle antimicrobiano
e do diluente foi adicionada em placas de plastico
estéreis de 96 pocgos e acrescidos com o indculo
padronizado. Em seguida foram procedidas
sucessivas diluicdes, sendo que foi realizado um
controle positivo (somente o inéculo) e um controle
negativo (somente o meio de cultura).

Desta forma, obteve-se as seguintes
concentragbes para cada extrato: 10.000 pg/mL,
5.000 pg/mL, 2.500 yg/mL, 1.250 pg/mL, 625 ug/
mL, 312,5 pyg/mL, 156,2 ug/mL, 78 ug/mL, 39 ug/mL,

11

19,5 ug/mL, 9,8 pg/mL e 4,9 pug/mL. Para o padréao
antimicrobiano obteve-se as concentracdes de 100
pg/mL, 50 pg/mL, 25 pg/mL, 12,5 pyg/mL, 6,25 ug/
mL e 3,125 pg/mL.

Realizadas as diluicbes as placas foram
incubadas em estufa bacteriolégica a 37 °C +
1 °C durante 18 horas para E. coli e 24 horas
para a L. monocytogenes. Transcorrido o tempo
de incubagao determinou-se a CIM através da
aplicacéo de 16 uL de solugdo aquosa estéril de
cloreto de trifeniltetrazélio 0,5% (TTC) em todos os
pocos. Nos pogos em que nao houve a formagao de
coloragao vermelha procedeu-se o plaqueamento
em placas de Petry contendo meio Agar Mueller-
Hinton e meio Oxford suplementado para E. coli e
L. monocytogenes, respectivamente e incubou-se
em estufa bacteriolodgica a 37 °C + 1 °C durante 18
horas e 24 horas para E. coli e L. monocytogenes,
respectivamente.

Transcorrido o tempo de incubagéao
procedeu-se a avaliagdo da concentragao bactericida
minima determinada pelo ndo crescimento bacteriano
nas placas. Foram realizadas trés repeti¢cdes deste
teste.

Avaliagao da Citotoxicidade in vitro dos
Extratos

A avaliagéo da citotoxicidade in vitro dos
extratos foi realizada pelo método de Alamar Blue
utilizando células epiteliais de ovario de Hamster
Chinés (CHO-K1).

Foi preparada uma solugéo contendo meio
Dulbecco’s Modified Eagle’s medium (DMEM + HAM
F10), suplementado com 10% de SBF e as células
onde em placas de 96 pogos foram adicionados 200
WL de solugéo contendo células a uma densidade de
2 x 104 células/pogo. Incubou-se durante 4 horas em
incubadora com atmosfera de 5% de CO,a 37 °C e
transcorrido o tempo, desprezou-se o meio contido
nas placas e as células foram lavadas com 200 pL
de solugédo de lavagem de tampéao fosfato salina
(PBS) e em seguida, procedeu-se o tratamento
das células adicionando-se primeiramente 200 pL
de solugao dos extratos na concentragao de 100
pg/mL, do padrao doxorrubicina (100 uM, 10 uM,
1 uM, 0,1 uyM e 0,01 uM), do controle negativo de
DMSO (1%) e do controle do meio (meio DMEM +
HAM F10 + células).

As placas foram novamente incubadas por
48 horas sob as mesmas condigbes. Transcorrido
o tempo, o tratamento foi removido e adicionou-se
uma solugéo de 10% de corante Alamar Blue em
cada pogo. Apds, incubou-se durante 5 horas e
procedeu-se a leitura das absorbancias, em 540
nm (estado oxidado) e 630 nm (estado reduzido)
em leitor de ELISA. Procedeu-se o calculo da morte
celular em percentagem (%).
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Para os extratos que provocaram maior
grau de morte celular (préximo a 75%) procedeu-
se a avaliagdo da citotoxicidade empregando-se
trés diferentes concentragbes 100, 50 e 25 pug/mL
e calculou-se o IC,, sendo utilizado como padrao
de comparacgao a doxorrubicina.

Andlise Estatistica
Para a analise estatistica da atividade
antioxidante e na citotoxicidade in vitro empregou-se
a média de trés repeticdes + desvio padrao. Aplicou-
se ANOVA um critério. Utilizou-se o programa
BioEstat 5.0 e Excel 2010.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Atividade Antioxidante

A avaliagdo da atividade antioxidante dos
extratos de E. anomala e P. salutare foi procedida
conforme metodologia adaptada da desenvolvida
por Brand-Williams et al. (1995), a qual baseia-se
na reducéo do radical livre difenil-picril-hidrazina
(DPPH) na presenca de substancias antioxidantes
que pode ser observada pelo decréscimo da
absorbancia e visualizada pela alteragdo da
coloragao da solugao de purpura para amarelo.

O percentual de atividade antioxidante
(AA%) dos extratos de E. anomala e P. salutare
e do padrao de acido ascorbico com o respectivo
desvio-padrao esta apresentado na Tabela 1 e 2,
respectivamente:

Pode-se observar que a AA% dos extratos
etandlico e de acetato de etila em ambas as
espécies vegetais foi maior, onde houve aumento
nesta atividade de acordo com o aumento da
concentragao do extrato analisado, sendo que na
maior concentragao analisada de 50 ug/mL o extrato

etandlico seguido pelo de acetato de etila de E.
anomala apresentaram maior atividade antioxidante
de 86,78% e 62,86%, respectivamente.

Para P. salutare o extrato de acetato de
etila seguido pelo etandlico, apresentaram maior
atividade antioxidante de 94,08% e 93,86%,
respectivamente. Estes extratos apresentaram
percentual de atividade antioxidante (AA%) proxima
ao padrao de acido ascérbico onde na maior
concentragdo analisada (50 pug/mL) a AA% foi de
95,05%. Os extratos hexanico e cloroférmico de
ambas as espécies vegetais, apresentaram AA%
muito inferior (abaixo de 50%) se comparados aos
extratos etandlico e de acetato de etila e também
com o padrao de acido ascorbico, sendo assim néo
apresentaram valor de IC,,.

Obtidos os valores de atividade antioxidante
(%) calculou-se o IC, dos extratos que tiveram
percentual superior a 50%, sendo eles: o extrato
etandlico e de acetato de etila. ATabela 3 apresenta
os valores de IC, dos extratos de ambas as espécies
vegetais e do padrao de acido ascorbico, com seus
respectivos valores de desvio padréo.

Analisando os valores de IC, dos extratos
pode-se perceber que o extrato etandlico de E.
anomala e P, salutare apresentaram menor valor de
IC,,, 19,26 £ 0,19 e 13,63 £ 0,51, respectivamente.
O extrato etandlico de P. salutare foi o extrato que
apresentou o IC,, mais préximo ao do padrao de acido
ascorbico que teve IC_,de 9,27 £ 0,07. Entretanto ao
aplicar-se analise estatistica utilizando-se teste de
Tukey houve diferencga significativa (p < 0,01) entre
0 padréao e o extrato.

Diversos estudos encontrados na literatura
demonstram haver atividade antioxidante em
extratos de plantas da familia Myrtaceae e dos
géneros Eugenia e Psidium. Extratos obtidos

TABELA 1. Atividade Antioxidante (AA%) dos extratos de E. anomala em comparagao ao padréo Acido Ascérbico.

Concentragdo (ug/mL) Etanodlico Acetato de Etila Hexanico Cloroférmico Padrao
50 86,78 + 0,73 62,86 + 0,17 16,37 £ 0,59 11,24 +0,43 95,05+0,25
25 58,98 + 0,26 39,35+ 0,58 10,58 £ 0,10 6,67 +0,36 88,41 +0,61
12,5 35,12+ 0,50 23,12+ 0,45 4,69 £ 0,56 5,54+049 72,36 £ 0,50
6,25 22,27 +0,23 17,63 £ 0,71 4,67 £ 0,59 5,33+1,77 20,43 +0,55
3,125 11,56 + 0,53 8,82 + 1,21 0,89+ 0,22 2,86 + 0,07 2,58 + 0,61

TABELA 2. Atividade Antioxidante (AA%) dos extratos de P. salutare em comparagao ao padrdo Acido Ascérbico.

Concentragdo (ug/mL)  Etandlico Acetato de Etila Hexanico Cloroférmico Padrao
50 93,86 + 0,11 94,08 £ 0,13 5,36 + 0,13 46,68+ 0,17 95,05+ 0,25
25 81,97 + 2,21 61,43+ 1,08 2,13+0,40 23,99+0,05 88,41+0,61
12,5 45,51 +1,97 32,85+ 0,22 1,24 £ 0,05 11,66 +0,52 72,36+ 0,50
6,25 24,33 £ 0,89 17,38 £ 0,29 1,03 £ 0,21 558+0,73 20,43 +0,55
3,125 11,53 £ 0,79 8,9+0,38 0,61+0,43 1,37 £ 0,34 2,58 £ 0,61
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TABELA 3. Atividade Antioxidante (IC,,) dos extratos de E. anomala e P. salutare e respectivo desvio padrao.

IC ,, - ug/mL
Extratos E. anomala P. salutare Padrao
Hexanico NA* NA 9,27 £ 0,07
Cloroférmio NA NA 9,27 £ 0,07
Acetato de etila 34,22 + 0,38 18,96 + 0,27 9,27 + 0,07
Etandlico 19,26 + 0,19 13,63 + 0,51 9,27 + 0,07

* NA = Extratos que ndo apresentaram percentual de inibigdo superior a 50% (Tabelas 1 e 2).

de plantas da espécie Eugenia nos estudos
realizados por Reynertson et al. (2005), Carvalho
Jr. et al. (2014) e John et al. (2014) também
demonstraram potencial antioxidante promissor nas
espécies E. agreggata, E. foetida, E. stipitata, E.
uniflora, M. caulifora e S. samarangense; Eugenia
copacabanensis Kiaersk; Eugenia singampattiana,
respectivamente, que podem estar relacionados a
presenga de flavonoides.

Os extratos obtidos de plantas da espécie
P. guajava L. em diferentes estudos demonstraram
possuir atividade antioxidante promissora, agéo
antimicrobiana e ser constituida por flavonoides,
saponinas, taninos, compostos fendlicos. Sendo que
a acao antioxidante dos extratos esta relacionada ao
conteudo de compostos fendlicos presentes (Braga
et al., 2014; Castro et al., 2014; Fernandes et al.,
2014; Moreno et al., 2014; Seo et al., 2014; Thakur
& Arya, 2014).

O conteudo de compostos fendlicos,
flavonoides e atividade antioxidante estao
relacionados com a capacidade de extragdo de
componentes de acordo com o grau de polaridade
do solvente e da relacao entre soluto e o solvente,
sendo que a agao antioxidante € maior em extratos
obtidos com solventes mais polares (Turkmen et
al., 2006; Carvalho Jr. et al., 2014; Settharaksa et
al., 2014).

Desta forma, no presente estudo os
resultados obtidos de IC,, com o extrato etandlico
de E. anomala e P. salutare de 19,26 e 13,63 ug/
mL, respectivamente, estao relacionados com a
polaridade do solvente empregado o qual extrai
compostos com acao antioxidante, como por
exemplo, os flavonoides e compostos fendlicos.

A classificagao da atividade antioxidante de
extratos esta relacionada a resultados inferiores de

IC,, os quais indicam maior atividade antioxidante
do extrato avaliado, sendo que um IC,; inferior a 50
pg/mL é considerado muito ativo, de 50 — 100 pg/mL
moderamente ativo, 100 — 200 pg/mL é pouco ativo
e valor superior a 200 pyg/mL é considerado inativo
(Reynertson et al., 2005). Assim, os extratos de
acetato de etila e etandlico E. anomala e P. salutare
apresentam ag&o antioxidante muito alta, sendo que
os extratos cloroférmico e hexanico n&o apresentam
atividade antioxidante (inativos).

Atividade antimicrobiana

Aavaliagao da atividade antimicrobiana dos
extratos de E. anomala e P. salutare contra E. coli
e L. monocytogenes foi realizada pelo método de
microdiluicdo que baseia-se na sucessiva diluicdo
das amostras em placas de 96 pogos e submete-se
0 microrganismo a agao do extrato em estudo.

A determinacao da concentragdo inibitéria
minima dos extratos foi confirmada apos a adigéo da
solugcédo de TTC 0,5% e a observagao da formacao
de coloragdo vermelha (rosada) nos pogos, que
indica crescimento microbiano devido a inatividade
do extrato empregado sendo este incapaz de inibir
0 crescimento do microrganismo em estudo, néo
possuindo agao bacteriostatica. Os pogos que
nao apresentaram alteracdo na sua coloragéo
e que permaneceram transparentes ou com cor
caracteristica, possuem agao bacteriostatica, pois
inibiram o crescimento microbiano (Gabrielson et al.,
2002). Os valores de CIM e CBM dos extratos contra
E. colie L. monocytogenes estéo apresentados nas
Tabelas 4 e 5, respectivamente.

Comparando-se os resultados obtidos dos
extratos das duas espécies vegetais, observa-se que
os extratos da espécie de E. anomala apresentaram
melhor potencial de acdo antimicrobiana frente a

TABELA 4. Concentracgao Inibitéria Minima (CIM) e Concentragao Bactericida Minima (CBM) dos extratos de

E. anomala e P. salutare frente a E. coli.

Extratos (ug/mL) E. anomala P. salutare Padrao

CiM CBM CiMm CBM CiMm CBM
Hexanico 5.000 >10.000 10.000 >10.000 <6,25 <6,25
Cloroférmico >10.000 >10.000 10.000 >10.000 <6,25 <6,25
Acetato de Etila 5.000 >10.000 10.000 >10.000 <6,25 <6,25
Etandlico 2.500 10.000 5.000 >10.000 <6,25 <6,25
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E. coli onde o extrato etandlico apresentou CIM
de 2.500 pg/mL e CBM de 10.000 pg/mL, sendo o
unico extrato de ambas as espécies vegetais que
apresentou agao bacteriostatica e bactericida. O
extrato hexanico e de acetato de etila de E. anomala
apresentaram a CIM de 5.000 pg/mL, sendo que o
extrato cloroférmico ndo demonstrou possuir agéo
bacteriostatica nem bactericida nas concentragbes
avaliadas.

Quanto a espécie P. salutare, o
extrato etandlico apresentou melhor potencial
antimicrobiano se comparados aos demais extratos
desta espécie vegetal, sendo sua CIM de 5.000
pg/mL (bacteriostatico). Ja os extratos hexanico,
cloroférmico e de acetato de etila de P. salutare,
apresentaram CIM de 10.000 ug/mL (bacteriostatico),
sendo que nenhum dos extratos apresentou agéao
bactericida contra a E. coli.

Pode-se observar que os extratos de
ambas as espécies vegetais apresentaram agao
bacteriostatica contra L. monocytogenes. Os
extratos de E. anomala apresentaram acgéao
bacteriostatica menos expressiva se comparada
aos extratos de P. salutare, sendo que o extrato que
apresentou CIM mais baixa € o extrato cloroférmico
onde a CIM = 1.250 ug/mL e CBM = 10.000 pg/mL,
seguido pelo extrato etandlico o qual apresentou
CIM =2.500 pg/mL e CBM = 10.000 pg/mL. Quanto
a espécie P. salutare, o extrato que apresentou
atividade antimicrobiana mais pronunciada dentre os
extratos foi o hexanico o qual teve CIM = 312,5 ug/
mL e CBM = 625 pg/mL apresentando assim agao
bacteriostatica e bactericida nessas concentragoes,
respectivamente. Os demais extratos cloroférmico,
de acetato de etila e etandlico apresentaram CIM =
1.250 pg/mL (bacteriostatico) e CBM = 10.000 g/
mL (bactericida).

Quando comparadas as CIMs dos extratos
de ambas as espécies vegetais frente a E. coli
e L. monocytogenes pode-se observar que os
extratos da espécie E. anomala apresentaram
agao bacteriostatica em concentragdes proximas
tanto contra E. coli quanto L. monocytogenes,
enquanto que os extratos da espécie P. salutare
demonstraram tal agdo mais pronunciada contraa L.
monocytogenes, podendo-se sugerir que extratos da
espécie P. salutare apresentam agao antimicrobiana

contra patégenos Gram-positivos.

Obtidos os valores de CIM e CBM, os
extratos vegetais de E. anomala e P. salutare foram
avaliados quanto a sua agao antimicrobiana de
acordo com os valores de CIM contra os patégenos
estudados onde extratos que apresentam CIM<100
pg/mL tém potencial antimicrobiano promissor
(bom), CIM entre 100 — 500 ug/mL possui atividade
inibitéria moderada, CIM entre 500 — 1.000 pg/mL
apresenta atividade inibitéria fraca e extratos que
apresentaram CIM superior a 1.000 yg/mL sao
inativos frente aos patégenos (Fabry et al., 1998;
Holetz et al., 2002; Dall’Agnol et al., 2003; Tanaka
et al., 2005; Chavasco et al., 2014).

Desta forma, os resultados obtidos a
partir da avaliagdo da atividade antimicrobiana dos
extratos das espécies vegetais estudadas através
do método de microdiluicdo mostram que somente
o extrato hexanico de P. salutare possui atividade
antimicrobiana sendo ela considerada moderada
contra L. monocytogenes, pois, apresentou uma CIM
de 312,5 pg/mL. Os demais extratos sao inativos
contra ambas as bactérias estudadas uma vez
que tiveram CIM superior a 1.000 pg/mL, mesmo
que tenham apresentado agéo bacteriostatica e/ou
bactericida em concentragdes maiores.

O género Eugenia representa um grupo
de plantas que apresenta em sua composig¢ao
compostos bioativos com atividade antimicrobiana e
analisando-se diferentes estudos realizados nota-se
que tanto extratos vegetais quanto 6leos essenciais
deste género apresentam acgao antimicrobiana
com diferentes graus de atividade (moderada,
forte ou inativa) contra bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas dependendo da espécie vegetal
avaliada, sendo que alguns possuem tal atividade
exclusivamente contra Gram-negativas ou Gram-
positivas. Alguns exemplos destes estudos
avaliaram: o extrato de Eugenia uniflora que
apresentou atividade moderada contra E. coli e S.
aureus e o extrato de P. guajava que teve atividade
moderada contra E. coli, B. bubtilis e S. aureus
(Holetz et al., 2002); o extrato bruto de Eugenia
uniflora que nao apresentou agao antimicrobiana
frente a E. coli (Souza et al., 2004); o 6leo essencial
de Eugenia brasiliensis e Eugenia umbeliflora que
inibiram fortemente o crescimento de S. aureus

TABELA 5. Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e Concentragao Bactericida Minima dos extratos de E. anomala

e P. salutare frente a L. monocytogenes.

Extratos (ug/mL) E. anomala P. salutare Padrao

CIM CBM CIM CBM CIM CBM
Hexanico 10.000 >10.000 3125 625 <12,5 <12,5
Cloroférmico 1.250 10.000 1.250 10.000 <12,5 <12,5
Acetato de Etila 5.000 >10.000 1.250 10.000 <12,5 <12,5
Etandlico 2.500 10.000 1.250 10.000 <12,5 <12,5

Rev. Bras. PI. Med., Campinas, v.18, n.1, p.9-18, 2016.



(Magina et al., 2009); o extrato bruto etandlico de
Eugenia caryophylata que apresentou excelente
atividade antimicrobiana contra L. monocytogenes
(Bayoub et al., 2010); o extrato etandlico de Eugenia
obtusifolia que apresentou ag¢ao antimicrobiana
interessante contra E. coli (Bussmann et al., 2010);
0 Oleo essencial de Eugenia uniflora que demonstrou
agao antimicrobiana contra S. aureus, B. subtilis,
S. faecalis, S. albus e € menos ativo contra Gram-
negativos (Mohanakrishnan et al., 2013); o extrato
bruto de Eugenia pyriformis Cambess que néo
apresentou atividade antimicrobiana contra diversos
microrganismos (Chavasco et al., 2014); os extratos
de folhas de Eugenia singampattiana obtidos
com diferentes solventes como éter de petréleo,
benzeno, acetato de etila, metanol e etanol que
com excegao do extrato de benzeno, os demais
apresentaram agao antimicrobiana contra diferentes
microrganismos Gram-negativos e Gram-positivos
(Tresina & Mohan, 2014).

Estes dados condizem com o encontrado
no nosso estudo, uma vez que os extratos da
espécie E. anomala foram inativos contra E. coli
e L. monocytogenes, apresentando eles agao
bacteriostatica e bactericida em concentragoes
elevadas (CIM acima 1.000 pg/mL).

Além disso, diversos estudos avaliaram
a atividade antimicrobiana de extratos de plantas
do género Psidium, especificamente de P. guajava
L., contra diferentes patdgenos os quais também
demonstraram que este género apresenta agéo
antimicrobiana variavel contra microrganismos
Gram-positivos e Gram-negativos sendo que
dentre os estudos analisados, tal atividade € mais
pronunciada contra os microrganismos Gram-
positivos variando entre as espécies e bactérias,
podendo também nao haver tal atividade (extratos
inativos). Alguns destes estudos investigaram a a¢éo:
de extratos etandlico:agua (1:1, 7:3 € 9:1) de folhas,
raizes e caule de P. guajava L. que demonstrou
ser eficaz contra bactérias Gram-positivas e
praticamente inativos contra Gram-negativos
(Sanchez et al., 2005); de fragdes de metanol,
acetona e N,N-dimetilformamida das folhas de P.
guajava que mostrou que os extratos apresentam
acado antimicrobiana mais pronunciada contra
bactérias Gram-positivas e moderada frente Gram-
negativa (Nair & Chanda, 2007); de extrato etandlico
de P. guajava que apresentou excelente atividade
antimicrobiana contra todos os microrganismos
avaliados (Hema et al., 2009); do extrato etandlico
da casca da raiz de P. guajava que apresentou
atividade antimicrobiana em todas as concentragdes
testadas (Kuber et al., 2013); de extratos brutos de
folhas e casca de P. guajava contra S. aureus e S.
epidermidis e demonstraram agéo antimicrobiana
frente aos microrganismos testados (Richard et al.,
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2013); de extratos brutos de P. guajava e outras duas
espécies da familia Myrtaceae (Myrciaria cauliflora
e Syzygium cumini) contra as bactérias B. subtilis
subsp. spizizenii, E. coli, K. pneumoniae, S. enterica
subsp., P. aeruginosa e S. aureus e os resultados
demonstraram que as bactérias Gram-negativas
foram mais suscetiveis aos extratos testados
(Bona et al., 2014); de extratos aquoso, metandlico,
etandlico e de éter de petréleo de galhos jovens de
P. guajava L. onde o extrato etandlico possue agao
antimicrobiana contra B. cereus e S. epiderme e o
metandlico agao contra B. cereus, S. epidermis, E.
coli, S. aureus e P. vulgaris (Chetia et al., 2014); de
extratos brutos de metanol, hexano e acetato de
etila de P. guajava contra S. aureus, S. pyogenes,
B. subtilis, C. albicans e P. aeruginosa onde os
extratos possuem atividade antimicrobiana contra
todos os microrganismos testados, sendo o extrato
metandlico o mais eficiente (Egga et al., 2014).

Desta forma, os resultados obtidos neste
estudo avaliando-se extratos de P. salutare contra
E. coli e L. monocytogenes estdo em consonancia
com o apresentado em outros estudos, sendo
que somente o extrato hexanico apresentou agéo
antimicrobiana moderada contra L. monocytogenes
e os demais extratos foram inativos contra E. coli e
L. monocytogenes.

Ainda, percebe-se que em diversos
dos estudos citados anteriormente os extratos
brutos apresentam atividade antimicrobiana mais
promissora quando comparada aos extratos
fracionados ou que empregaram solventes com
polaridades distintas, sendo que tal atividade
pode estar relacionada ao sinergismo entre os
constituintes fitoquimicos das plantas. Portanto,
extratos brutos de espécies vegetais podem
muitas vezes apresentar agdo antimicrobiana mais
pronunciada (efetiva) contra patégenos devido ao
sinergismo entre os constituintes bioativos que séo
extraidos pelo solvente ou método de extragao
empregado, uma vez que substancias isoladas
podem alterar suas propriedades na presencga de
outras substancias (Lee & Lee, 2010; Delgado-
Adamez et al., 2012).

Desta forma, a presenga de fitocomplexos
em extratos brutos de plantas pode estar relaciona a
agao antimicrobiana uma vez que o sinergismo entre
os constituintes pode demonstrar efetividade maior
contra 0s microrganismos testados se comparados
a outros tipos de extratos (Arias et al., 2004; Simdes
et al., 2004).

Além disso, a agao antimicrobiana do
extrato de P. salutare contra a L. monocytogenes
pode estar relacionada ao fato das bactérias Gram-
positivas serem mais sensiveis por apresentarem
uma camada Unica na parede celular, ja as bactérias
Gram-negativas apresentam uma camada extra de
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lipopolissacarideos e proteinas na parede celular
que formam uma barreira de permeabilidade a
agentes antimicrobianos (Forsythe, 2013).

Visto que nado ha na literatura mais estudos
que demonstram as atividades bioldgicas das
espécies vegetais estudadas E. anomala e P.
salutare, pode-se sugerir a otimizagao na produgao
de extratos vegetais destas espécies empregando-
se outros métodos de extragcédo e/ou mistura de
solventes que podem extrair substancias bioativas
com agdo antimicrobiana isolada ou sinérgica.

Citotoxicidade in vitro dos Extratos

Para a avaliagédo da citotoxicidade in vitro
primeiramente determinou-se a morte celular (%)
causada pelos extratos de E. anomala e P. salutare
na concentragdo de 100 uyg/mL para selecionar
aqueles que apresentaram inibi¢ao celular proxima
a 75%. Na Tabela 6 esta apresentado o percentual
de morte celular (%) e seu respectivo desvio padrao.

Pode-se observar que os extratos de ambas
as espécies apresentaram mortalidade celular
préximas ficando entre 58,95 a 77,05% sendo que
entre a espécie E. anomala os extratos hexanico
e cloroférmico apresentaram grau de mortalidade
celular (%) mais elevado (74,04 £+ 4,17 e 77,05+ 1,29,
respectivamente), enquanto na espécie P. salutare
foi o extrato hexanico que teve percentual maior
(76,79 £ 0,50). Todos os extratos demonstraram
perfil citotoxico parecido causando morte celular
acima de 60%. Desta forma os extratos de ambas as
espécies vegetais podem ser considerados toxicos
numa concentracdo de 100 pg/mL.

Os extratos foram classificados quanto a
poténcia citotoxica de acordo com o percentual de
morte celular causado nas células testadas, onde
€ considerada elevada a atividade citotdxica (mais
de 75% de morte celular), atividade moderada
(entre 51 — 75%) e nenhuma atividade (abaixo de
50%). Desta forma, o extrato cloroférmico de E.
anomala e o hexanico de P. salutare apresentaram
elevada atividade citotéxica (77,05 e 76,79%,
respectivamente) e os demais extratos avaliados
possuem atividade citotéxica moderada, pois,
a morte celular variou entre 58,95 a 74,04%
(Mahmoud et al., 2011).

Aplicando-se analise estatistica nos dados
obtidos de citotoxicidade (% morte celular) ndo

houve diferenga significativa entre os extratos de
ambas as espécies vegetais estudadas.

A partir dos resultados obtidos da morte
celular causada pelos extratos selecionou-se
aqueles que provocaram maior grau de morte
celular (préximo a 75%) e procedeu-se a avaliagéo
da citotoxicidade empregando-se trés diferentes
concentragdes sendo elas de 100, 50 e 25 yg/mL e
calculou-se 0 IC,,. O padrédo de comparacéo utilizado
foi a doxorrubicina.

A citotoxicidade do padrdo apresentou
um valor de IC,, de 1,88 pyg/mL, enquanto que os
extratos atingiram valores de IC,, mais elevados
sendo o extrato cloroférmico e hexanico de E.
anomala (IC,,de 25,56 yg/mL e 31,25 pg/mL,
respectivamente) e extrato hexanico de P. salutare
(IC,,de 55,34 pg/mL).

Conforme os critérios estabelecidos pelo
Instituto Nacional Americano de Cancer (INC),
a citotoxicidade de extratos brutos em ensaios
preliminares deve apresentar o limite maximo de
IC,, de 30 pg/mL para ser considerado promissor
para purificagdo e emprego como antineoplasico
(Suffness & Pezzuto, 1990; Itharata et al., 2004;
Alzeer et al., 2014). Desta forma, os extratos
cloroférmico e hexanico de E. anomala apresentaram
citotoxicidade muito interessante e promissora, pois
o IC,,encontrado para ambos (25,56 e 31,25 ug/mL,
respectivamente) esteve proximo ao estabelecido
para o emprego como antineoplasico.

Além disso, a avaliagao da atividade
antimicrobiana mostrou que o extrato hexanico de
P. salutare foi o Unico extrato dentre as espécies
estudadas que possui atividade moderada contra
L. monocytogenes (CIM = 312,5 ug/mL) e acéao
citotéoxica elevada (morte celular = 76,79%) a
uma concentragao de 100 pg/mL sugerindo assim
uma correlagao positiva entre tais atividades.
Pode-se sugerir a realizagcdo de mais estudos
para a avaliagdo da citotoxicidade e da atividade
antitumoral dos extratos de E. anomala e P. salutare
empregando-se diferentes linhagens celulares
normais e neoplasicas na busca por um agente
antineoplasico promissor advindo de planta, uma
vez que extratos obtidos de plantas sdo uma fonte
muito interessante para o desenvolvimento de novos
farmacos desta categoria (Alzeer et al., 2014).

TABELA 6. Morte celular (%) provocado pelos extratos de E. anomala e P. salutare.

Extratos

Citotoxicidade (% Morte Celular)

E. anomala P. salutare
Hexanico 74,04 + 4,17 76,79 + 0,50
Cloroférmico 77,05+ 1,29 58,95 + 3,63
Acetato de Etila 61,78 + 3,57 61,03 £5,30
Etandlico 61,90 + 3,84 63,10 + 2,21
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CONCLUSAO

O presente estudo colaborou para a
ampliagcao dos conhecimentos a respeito da atividade
antioxidante, antimicrobiana e citotoxicidade in vitro
dos extratos hexanico, cloroférmico, de acetato
de etila e etandlico de E. anomala e P. salutare
que tratam-se de espécies vegetais ainda nao
referenciadas em publicagdes cientificas mas que
demonstraram ter potencial promissor para novos
estudos e possivel aplicagdo como antioxidante
ou antimicrobiano de origem natural em produtos
alimenticios ou como agente antineoplasicos. Novos
estudos necessitam ser realizados otimizando-se o
método de extragado dos constituintes fitoquimicos
das plantas para avaliagdo do possivel aumento
nas atividades biolégicas e aprimoramento dos
resultados.
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