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RESUMO

O aluminio é um metal toxico extremamente comum em solos de todo o Brasil, sendo
muitas vezes um fator impeditivo ao desenvolvimento de vegetais de interesse agricola.
Produtos naturais com atividade antioxidante podem mostrar-se como alternativa diante
desta situacao, uma vez que podem reduzir a toxicidade deste metal, diminuindo o dano
causado as estruturas dos vegetais. Estudos anteriores relatam que Eugenia jambolana
apresenta atividade antioxidante, como potencialidade citoprotetora contra metais
pesados. Diante disto, o objetivo deste estudo foi identificar as substéncias presentes no
extrato Eugenia jambolana Lam e suas fragdes por cromatografia liquida em
espectofotometro de massa, determinar a potencial citoprotecdo contra a toxicidade do
cloreto de aluminio em modelo procaridtico e eucariotico, bem como 0 mecanismo de
citoprotecdo do extrato e fracGes. Foram testados o extrato etanolico de E. jambolana e
suas fracOes tanica e flavonoidica e estabelecidos a concentracdo bactericida e fungicida
minima dos produtos associados a cloreto de aluminio em diferentes concentracoes.
Estes mesmos produtos foram utilizados em germinacao de sementes de alface (Lactuca
sativa). O extrato e fragdes ndo mostraram atividade citoprotetora em modelos
bacteriano e fungico, uma vez que ndo foi capaz de interferir no perfil de crescimentos
destes microrganismos. J& em relacdo ao modelo vegetal, foi possivel observar efeitos
significativos no crescimento de cauliculos e radiculas de alface, assim como no peso
seco das radiculas, mostrando efeito citoprotetor capaz de inibir a toxicidade do cloreto
de aluminio nas diferentes concentracdes. Este efeito foi melhor evidenciado utilizando
0 extrato etandlico quando comparado as fragbes flavonoidica e tanica, demonstrando
que os compostos parecem agir melhor em associagdo do que isoladamente. Desta
forma, diante dos problemas enfrentados na agricultura pela contaminacdo com
aluminio e devido as caracteristicas dos solos o extrato de E. jambolana pode mostrar
alternativa a toxicidade deste metal.

Descritores: Efeito citoprotetor. Metais pesados. Aluminio. Eugenia jambolana
ABSTRACT

Aluminum is a toxic metal that is extremely common in soils all over Brazil and, as
such, often impairs the development of plants of agricultural interest. Thus, natural
products with antioxidant activity may represent a viable alternative to this problem,
because they can reduce the toxicity of this metal, resulting in less damage to plant
structures. Previous studies have reported that Eugenia jambolana presents an
antioxidant activity and a cytoprotective potential against heavy metals. The objective
of this study was to identify the constituents present in the extract and fractions obtained



from Eugenia jambolana Lam by liquid chromatography and mass spectrometry and
evaluate their cytoprotective potential against the toxicity of aluminum chloride in
prokaryotic and eukaryotic models, as well as determine the cytoprotective mechanism
of these products. The ethanolic extract of E. jambolana and its tannic and flavonoid
fractions were tested, and the minimum bactericidal and fungicidal concentrations of the
products, in combination with aluminum chloride in different concentrations were
established. The same products were used in tests of germination using lettuce (Lactuca
sativa) seeds. The extract and the fractions did not present cytoprotective activity in
bacterial and fungal models, since they did not interfere in the growth profile of these
microorganisms. Regarding the vegetal model, significant effects were observed in the
tests of growth of caulis and radicles of lettuce, as well as on the dry weight of radicles.
A cytoprotective effect was observed, as the toxicity of aluminum chloride, at different
concentrations, was inhibited. This effect was evidenced in a more significant way
using the ethanolic extract, in comparison with the flavonoid and tannic fractions,
demonstrating that the compounds seem to act better in association, than when isolated.
Thus, in view of the problems caused by contamination with aluminum, associated to
the characteristics of the soil in agriculture, the extract obtained from E. jambolana
extract might represent an alternative to minimize the damage caused by the toxicity of
this metal.

Keywords: Cytoprotective effect. Heavy metals. Aluminum. Eugenia jambolana
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1 INTRODUCAO

1.1 APRESENTACAO

Os metais pesados sdo compostos de ampla liberacdo no ambiente e a sua
importancia deve-se ao fato de constituirem os principais residuos industriais, contaminando
solos, plantas e animais no ecossistema com efeitos toxicos a0 homem e outros seres Vivos.
Estes sdo considerados os principais poluentes e com potencial citotoxico, carcinogénicos e
mutagénicos. A ligacdo destes metais a grupos funcionais das proteinas podem inativar
algumas enzimas e causar danos irreversiveis nos organismos, bloqueando atividades
bioldgicas (DOMINGOS et al., 2005; VULLO, 2003).

Um desses metais é o aluminio que causa problemas, principalmente em solos
acidos, caracteristica comum nos tropicos, por isso atinge 30 a 40% das terras cultivaveis do
planeta. Isto ocorre porque em solos ndo-acidos o aluminio esta preso em compostos
insollveis, porém, quando em solos acidos ele torna-se soluvel, desta forma é absorvido pelas
raizes e inibe o crescimento das plantas. Somado a isso, o aluminio exerce efeito direto na
disponibilidade de fosfato e, inibe a absorgdo de ferro, além de possuir efeito toxico direto
sobre o metabolismo vegetal (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2014).

Diante disto, torna-se evidente que estudar as caracteristicas da contaminacao por
metais pesados e identificar os seus riscos pela exposi¢cdo ambiental, sdo além de condicGes
bésicas para prevencao e controle da polui¢do do solo, podem também fornecer informacGes
importantes para estudos que busquem alternativas na remediacao de solos contaminados.

Para este tipo de contaminacdo a vegetacdo pode representar alternativa na
recuperacdo destes solos. Desta forma, ressalta-se a importancia de plantas com efeito
citoprotetor contra metais pesados, pois estas espécies podem diminuir os danos causados por
estes metais. Em estudos anteriores, Eugenia jambolana mostrou efeito citoprotetor contra
cloreto de mercurio oferecendo maior crescimento nas radiculas e nos cauliculos da Lactuca
sativa (alface), utilizada como modelo vegetal para o estudo (SOBRAL-SOUZA et al., 2014).

Eugenia jambolana Lam (SYN. Syzygium cumini Skeels; Syzygium jambolanum),
um membro da familia Myrtaceace, é uma arvore nativa dos tropicos, que € distribuida
principalmente no subcontinente indiano, sudeste da Asia e Africa Oriental. O fruto do E.
jambolana, conhecido como Jamun ou ameixa preta, no Brasil é conhecida como oliveira, é
uma baga comestivel com sabor levemente adstringente e cor intensamente roxa quando

maduros. E. jambolana ¢ utilizada na medicina popular utilizadas no tratamento de multiplas
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doencas na medicina popular, incluindo a diabetes (AYYANAR; SUBASH-BABU;
IGNACIMUTHU, 2013; SRIVASTAVA; CHANDRA, 2013).

Perante este embasamento, no capitulo | do presente estudo sdo apresentados 0s
resultados através do manuscrito principal que avaliou a reducdo do efeito téxico do
aluminio utilizando produtos naturais de Eugenia jambolana Lam. utilizando modelo de
desenvolvimento vegetal, bem como caracterizou a composi¢éo destes produtos naturais por
uso de CL-EM.

1.2 REFERENCIAL TEORICO

1.2.1 Metais pesados

As definicdes de metais pesados relatados na literatura diferem por levarem em
consideracdo diferentes parametros, tais como, peso atbmico, nimero atémico, toxicidade,
entre outros. Tais metais apresentam toxicidade para organismos vivos, desta forma, agem
como poluentes. Caso ingeridos em doses inadequadas podem representar Serios riscos a
salde humana. Portanto, fontes alimentadoras da poluicdo podem interferir na sua
biodisponibilidade potencializando esses efeitos (DUFFUS, 2002; GUEDES; LIMA,
SOUZA, 2005).

Os metais podem ser classificados quanto ao seu papel nos sistemas bioldgicos das
plantas podendo ser essenciais e ndo essenciais. Aqueles que S0 necessarios em pequenas
quantidades para as fungdes fisiologicas e bioquimicas vitais da planta sdo ditos essenciais,
entre eles, cobre, ferro, niquel, manganés e zinco, enquanto que 0s ndo essenciais nao
apresentam fungdo conhecida e sdo toxicos, como por exemplo, mercario, chumbo, cddmio e
aluminio, sua toxicidade aumenta com a concentracdo crescente. Embora a alta concentracéo
de metais essenciais também possa causar prejuizos equivalentes ou piores do que aqueles
causados por metais ndo-essenciais (ALI; KHAN; SAJAD, 2013; HANSCH; MENDEL,
2009; SFAKIANAKIS et al., 2015).

Esses elementos desempenham funcdes diferentes nos sistemas bioldgicos das
plantas, podendo agir como redox ativos essenciais para a atividade catalitica das enzimas
como co-fatores, outros tem papel estrutural nas proteinas estabilizadoras, cruciais para o
crescimento, transcricdo de DNA, fixacdo de nitrogénio, germinacdo de sementes, floracgéo,
fotossintese, resisténcia para estresses bidticos e abidticos (BITYUTSKII et al., 2014;
BOLDINGH et al., 2016; NAVARRO-LEON et al., 2016).
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Apesar da importancia que eles exercem, a poluicdo, tornou 0 excesso destes metais
um sério problema mundial, uma vez que eles ndo sdo biodegradaveis, desta forma,
acumulam-se em solos, aguas, representando um risco para 0 meio ambiente e para 0s seres
humanos. No solo, estes metais causam efeitos tOxicos que trazem consequéncias as
atividades de organismos vivos, podendo diminui-las e prejudicar as funcbes destes
organismos neste ambiente (BARON et al., 2017).

1.2.1.1 Aluminio

No solo a quantidade de aluminio é farta, isto ocorre devido a a¢do do intemperismo,
pois a maior parte dos minerais primarios e secundarios oriundos das rochas sé&o
aluminossilicatos. Ao entrarem em contato com a 4gua contendo gés carbonico, ocorre a liberagdo
de aluminio na sua forma catiénica (AI**), este elemento tem caracteristica de ser anfétero,
podendo atuar como cation quando em meio acido e como &nion em meio basico. Os ions AIP*
sofrem hidrdlise, portanto formam hidroxidos incompletos de aluminio soltvel tornando-se toxico
para as plantas. Essa hidrélise constitui fonte de prdtons hidrénios, gerando acidez. J& em pH
maiores que 5,8 a 6,0, o Al quase completamente aparece de forma insollvel, desta forma nédo
sendo tdxico as plantas (FAQUIN, 2005; MALAVOLTA, 2006).

Reacdo em solo acido: AI(OH); + 3H* > APF* + 3 H,0

Reacao em solo basico: APF* + 3 OH > Al (OH),

A presenca deste metal no ambiente é ampla, por isso a exposicdo a ele se torna
praticamente inevitavel. Os relatos cientificos mostram a sua presenga em formas de vida
diversas, como algas marinhas, animais, microrganismos, plantas e em seres humanos. Entretanto,
em concentragOes elevadas, o aluminio € toxico tanto para plantas quanto para animais. Este é
0 terceiro elemento mais abundante na crosta terrestre. Para algumas plantas, em baixas
concentracdes, ele pode ser benéfico, como por exemplo, o cha-da-india (Camelli sinensis),
neste caso induz aumento na atividade das enzimas antioxidantes. Ha ainda as plantas que
acumulam altas concentra¢des de aluminio em seus tecidos e utilizam esta propriedade para
afastar herbivoros (KUMAR; BAL; GILL, 2009; RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2014).

O mecanismo de acdo da toxicidade do aluminio é proposto por diversas hipoteses,
incluindo inibicdo do fluxo de ions, ruptura da membrana plasmatica, inibicdo do sinal de
transducdo e alteracdo da estrutura do citoesqueleto. Quando diluidos, os minerais de argila e
oxido de aluminio, elevam a acidez do solo, condigéo associada a disponibilidade do aluminio

que reduz a germinacao, limitando a produtividade das plantas (MARIN et al., 2004).
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Estes efeitos sdo causados quando este metal se encontra em niveis aumentados nos
solos, levando a alta producdo de espécies reativas do metabolismo de oxigénio (ERMO) que
levam a planta ao estresse oxidativo. Este estresse pode levar a morte celular, uma vez que
altera quimicamente as principais biomoléculas (proteinas, clorofila, &cidos nucleicos e
lipidios) (BOSCOLO; MENOSSI; JORGE, 2003; RICHARDS et al., 1998; ROUT,;
SAMANTARAY; DAS, 2001).

fons hidrogénio (H*) atuam sobre os minerais liberando fons AI** retidos pelas cargas
negativas das particulas de argila de solo, desta forma o pH baixo influencia a quantidade de
AI** disponivel para as plantas em solos acidos. Quando cultivadas em solos deste tipo, as
plantas podem encontrar estes ions toxicos, a sua toxicidade atinge principalmente o sistema
radicular, inibindo seu crescimento, uma vez que as raizes sdo essenciais para a absorcdo de
nutrientes e agua, quando curtas estas raizes podem afetar o crescimento e a produtividade da
planta. Quanto aos processos responsaveis pelo decréscimo do crescimento da raiz, estudos
discutem como possiveis causas a reducdo da divisdo celular ou a expansdo das células
radiculares. Outro ponto de discussdo, é quanto a localizagdo do AI** no apopléstico ou
simplastico que causaria os efeitos toxicos (BARCELO; POSCHENRIEDER, 2002; DUC et
al., 2008; PEREIRA, 2018).

De fato, a maioria dos vegetais, apresentam seu crescimento de raizes limitado
quando em contato com altas concentracbes de aluminio, além disso, apresentam
concomitantemente deficiéncia de fosforo e a absorcéo e translocacdo de calcio proporcionais
a concentracdo de aluminio no solo. Em virtude da raiz superficial, estes vegetais apresentam
impedimento de obter agua e nutrientes mais profundos. Portanto, a raiz € um bom indicador
desta toxidez, pois isto ocorre antes de qualquer manifestacdo sintomética na parte aérea da
planta (MIGUEL et al., 2010).

Esta toxidez pode ser observada em caracteristicas macroscopicas das raizes, que
normalmente se apresentam grossas e amareladas nas pontas, degeneradas, tortuosas, com
ramificacbes secundérias, escuras em parte pela oxidacdo de compostos fendlicos e pela
auséncia de pelos absorventes. Quando observadas microscopicamente, ha desintegracdo dos
tecidos da epiderme e de porcdes externas do cortex nos apices das raizes, reducdo no
tamanho da coifa e desarranjo do tecido meristematico (PEIXOTO; PIMENTA;
CAMBRAIA, 2007).

J& a contaminacdo em seres humanos pode ocorrer por vias diversas, podendo ser
inalatéria, quando ocorre por nanoparticulas que penetram no corpo e sdo incorporadas aos

Orgdos e tecidos; via oral, veiculada por agua e alimentos ou ainda por via perenteral, em
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casos de nutricdo parenteral, medicamentos e solucBes para didlise que podem ser
contaminadas durante a preparacdo. O aluminio pode se acumular nos mais diversos 6rgaos
do corpo humano, como ossos, figado, rins, coracdo, sangue e principalmente no cérebro,
mais precisamente nas células nervosas. Por ser o principal 6rgao afetado as manifestagdes da
intoxicagdo sdo principalmente neuroldgicas, como encefalopatia, déficits de memoria,
tremores, alteracGes na coordena¢do motora, convulsdes, entre outras (NOREMBERG, 2010;
WU et al., 2012).

1.2.2 A familia Myrtaceae e 0 género Eugenia

A familia Myrtaceae inclui 142 géneros e mais de 5.500 espécies, com distribuicdo
pantropical, com centros de diversidade principalmente na América tropical e Australia. No
Brasil, esta familia compreende 23 géneros e cerca de 1.000 espécies. Ocupa a oitava posi¢ao
em diversidade no Nordeste, e por isso € considerada importante economicamente
(STADNIK; OLIVEIRA; ROQUE, 2016). Algumas de suas espécies sdo utilizadas na
alimentacéo, e utilizadas na fabricacdo de suco, doces, geleias e sorvetes, como por exemplo
as espécies de Psidium guajava L. da goiaba e Eugenia uniflora L. da pitanga, outras podem
ser utilizadas na ornamentacao, como Eugenia sprengelli da murta, e ainda como medicinais
como Eucalyptus globulus L., o eucalipto (LORENZI; MATOS, 2002).

O género Eugenia representa um terco destas espécies, e apresenta distribuicao
ampla ocorrendo do México a Argentina. As plantas do género Eugenia apresentam arvores
ou arbustos. Esta planta tem utilizacdo na medicina popular, sendo empregada como recurso
terapéutico, principalmente por apresentar compostos fenolicos, como taninos e flavonoides,
relacionados a atividade antioxidante (AURICCHIO; BACCHI, 2003; EINBOND et al.,
2004).

No Brasil, ha representacdes em diversas formacgdes vegetacionais, quanto a riqueza
especifica, abundancia e frequéncia de suas espéecies. Apresentam propriedades alimenticias e
medicinais, principalmente as folhas e frutos, por isso tem alto potencial de uso em sistemas
de policultivos e agroflorestas. Diversas comunidades locais, tradicionais ou ndo, com origens
diversificadas, como agricolas, indigenas, rurais, religiosas, quilombolas, urbana ou de
pescadores, localizadas no Brasil, utilizam espécies deste género, com destaque para as
regides Sudeste e Nordeste que apresentam maior registros de uso, deferenciando-se das
demais também pela diversidade de espécies utilizadas (LAMARCA et al., 2013;
ROMAGNOLO; SOUZA, 2006).
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1.2.3 Espécie em estudo

Eugenia jambolana Lam., conhecida como oliveira, se distribui em zonas tropicais e
subtropicais. Partes desta planta, como semente, fruto, folha e casca, costumam ser utilizadas
pela populagdo no combate a diversos tipos de doengas e distUrbios. Alguns estudos ja
demonstraram multiplas propriedades farmacoldgicas, tais como, anti-inflamatéria,
antiulcerogénica, cardioprotetora, antidiarreica, antimicrobiana, antioxidante e atividades
hepatoprotetoras e antidiabéticas (BALIGA et al., 2011a; CHATTOPADHYAY; SINHA;
VAID, 1998; SHAFI et al., 2002; SHAIKH; BAQIR-MALEKA; NAQVI, 1994).

As sementes de E. jambolana sdo ricas em glicosideos, acido galico, acido elagico,
corilagina, taninos e quercetina, além de elementos como zinco, cromo, vanadio, potassio e
sodio. Os frutos contém rafinose, glicose, frutose, acido citrico, a&cido mélico e acido galico. A
caracteristica acida das frutas possivelmente deve-se a presenca deste Gltimo composto. Ja a
cor, deve-se a presenca de antocianinas, como definidina-3-gentiobiosideo e malvidina-3-
laminaribiosideo. Das folhas foram isolados sitosterol, &cido betulinico e acido crategélico e
também detectaram n-hepatcosano, n-nonacosano, n-hentriacontano, n-octacosanol, n-
triacontanol e n-dotricontanol, bem como acucares - glicose, frutose, acido oxalico, citrico e
glicolico e aminodcidos - glicina, alanina, tirosina e leucina. Foram isoladas ainda, quercetina
(0,0085%), miricetina (0,023%), miricitrina (0,009%) e glicosideos de flavonol, miricetina 3-
0-(4 "-acetil)-a-L-rhamnopiranosidos (0,059%). As flores de E. jambolana contém &acido
oleandlico, dois outros acidos elagicos triterpendides e isoquercetina, quercetina, caempferol e
miricetina estdo presentes em pequenas quantidades (GUPTA, 2014; RAVI,
RAMACHANDRAN; SUBRAMANIAN, 2004; TIMBOLA et al., 2002).

Os estudos demonstraram atividade para 0s extratos etanolicos e aquoso desta
espécie. A atividade antidiarreica foi observada através da reducdo dos niveis de
prostaglandina E2 e da motilidade no sistema gastrintestinal de ratos, através do extrato
etandlico das cascas. Ja os frutos e sementes apresentaram agdo hipoglicemiante, tendo efeito
também sobre a liberacdo de insulina em coelhos diabéticos. Em ratos resistentes a insulina,
mostrou prevenir a hiperglicemia e hiperinsulinemia. Foram também vistas atividades para 0s

extratos metandlicos e diclorometano das folhas, como protetora do DNA exposto a radiacédo
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gama (JAGETIA; BALIGA, 2002; MUKHERJEE et al., 1998; RAVI; RAMACHANDRAN;
SUBRAMANIAN, 2004; SHARMA et al., 2003, 2006; VIKRANT et al., 2001).

Estudos relatam ainda que, extratos etanolico da semente de E. jambolana tiveram
efeito sobre os niveis de hemoglobina glicada, o peso corporal e a hemoglobina de ratos
diabéticos, além disso restaurou as atividades de superoxido dismutase, catalase, glutationa
peroxidase ao nivel normal. Foram encontrados também aumento do teor de glutationa e
niveis de peroxidacdo lipidica e hidroperoxidos no figado e rins. Bem como, foram
observados resultados similares no plasma e no pancreas, juntamente com a capacidade de
elevar o nivel de vitamina C e E e a ceruloplasmina no plasma (RAVI; RAMACHANDRAN;
SUBRAMANIAN, 2004a; RAVI; SEKAR; SUBRAMANIAN, 2004b).

O extrato bruto das folhas de E. jambolana foram testados, mostrando atividade
tripanocida, podendo ser aplicada no tratamento da doenca de Chagas e modificador da
atividade antifungica de metronidazol, evidenciando uma alternativa para o tratamento da
candidiase (DOS SANTOS et al., 2012). As substancias isoladas, destas oito ja conhecidas e
trés inéditas, apresentaram efeito hipoglicemiante, inibindo a enzima alfa-glucosidase.
Quando comparadas ao farmaco acarbose, as substancias eonoteina C, cornussino B e
suertisino mostraram efeito superior a droga, sendo a mais ativa a isoeonoteina C, composto
inédito (OMAR et al., 2012). Quanto ao potencial antibacteriano, foram testado in vitro o
extrato aquoso, etandlico e acetato de etila, todos eles mostraram variacbes no grau de
inibicdo das cepas testadas, porem o extrato etanolico se sobressaiu, seguido pela extrato
acetdnico e do extrato aquoso (BAG et al., 2012). Um estudo realizado com extrato
metanolico e aquoso de folhas de E. jambolana, indicou que esta espécie poderia ser uma
fonte de produtos naturais derivados de plantas com atividade modificadora de antibidticos
aminoglicosideos, como a gentamicina, representando um caminho para o combate bactérias
resistentes a maltiplos farmacos (COUTINHO et al., 2010).

O extrato etandlico da casca da raiz de E. jambolana e suas fragdes quando utilizados
para testes da atividade antinociceptiva, pelo método de contragcdo abdominal induzida por
acido acético e nocicepcao induzida por formalina e para a atividade anti-inflamatoria, pelos
métodos de edema da pata de rato induzido por carragenina e granuloma induzido por pelletes
de algoddo, demonstraram que a fracdo éter de petroleo é a mais eficaz. Em bioensaio
realizado desta fracdo, foram isolados e identificados o B-sitosterol, estigmasterol e lupeol,
substancias relacionadas a atividade antinociceptiva e anti-inflamatdria (SAHA et al., 2013).
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1.3 JUSTIFICATIVA

A contaminagao por metais pesados apresenta-se como problema ambiental de &mbito
mundial, atingindo quase todos os tipos de solos e diversas regifes. A regido do Cariri, local
do estudo, apresenta quantidade consideravel de industrias de manufatura de joias, que
utilizam metais pesados, o que contribui para promover a contaminacdo do solo e caso ndo
seja dado adequado destino aos seus residuos podem constituir fonte para esta contaminacao.

Estudos que elucidem as caracteristicas da toxicidade por metais, bem como, apresente
alternativas a este problema, podem contribuir na busca por formas de solucionar este quadro.
Além disso, a regido em questdo € rica em espécies tipicas que podem ser exploradas no que
concerne a sua composicao e atividades para usos diversos. Desta forma, o estudo apresenta
importancia por trazer dados do comportamento da toxicidade do aluminio em modelos
eucarionte e procarionte, bem como mostrar os resultados da E. jambolana na reducéo desta

toxicidade.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar a reducdo do efeito toxico do aluminio utilizando produtos naturais de

Eugenia jambolana Lam. utilizando modelo eucarionte e procarionte.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar por cromatografia liquida em espectrofotdbmetro de massa 0s compostos

do extrato etanolico e fracdes enriquecidas de Eugenia jambolana Lam.;

e Avaliar o efeito toxico do aluminio em modelos eucarionte e procarionte e a atividade
citoprotetora do extrato etandlico e fracOes flavonoidica e tanica de Eugenia

jambolana Lam. nesses modelos;

e Verificar a reducdo do efeito toxico do aluminio pelos produtos naturais de Eugenia

jambolana Lam. na germinacdo de sementes de Lactuca sativa (alface).



23

3 MATERIAIS E METODOS

2.1 MATERIAL VEGETAL

Folhas de Eugenia jambolana Lam. foram obtidos na Universidade Regional do
Cariri — URCA. Coordenadas: 07° 14’ 18,1” de latitude S. e 39° 24’ 52,9” W. de Greenwich.
Os materiais vegetais foram identificados e uma exsicata da espécie foi depositada no
herbario Dardano Andrade Lima da Universidade Regional do Cariri - URCA com o
respectivo numero de identificacdo #3107 (familia Myrtaceae, espécie Eugenia jambolana

Lam.).

2.2 PREPARACAO DO EXTRATO ETANOLICO

O extrato etandlico de E. jambolana Lam. foi preparado utilizando 1,832 g de folhas
previamente trituradas e adicionado o &lcool etilico a 95,5% onde permaneceram em
temperatura ambiente protegidas do ar e da luz, por um periodo de 96h (MATOS, 2002).
Posteriormente o macerado foi filtrado e levado a evaporador rotativo (Q-344B — Quimis —

Brasil) 40 rpm a 60° C e banho maria, obtendo-se rendimento do extrato bruto de 124.7 g.

2.3 PREPARO DA FRACAO ENRIQUECIDA COM FLAVONOIS

10 g do extrato foi dissolvido em 100 mL de hexano, no qual permaneceu em banho
ultrassom por 10 minutos e em seguida foi centrifugado (3000 rpm) por 10 min. O
sobrenadante foi separado, sendo adicionado ao residuo 100 mL de hexano por mais duas
vezes, conforme descrito anteriormente. Ao residuo obtido no final foi adicionado 100 mL de
cloroférmio, sendo levado ao ultrassom por 10 min e repetido os mesmos procedimentos
anteriores 3 vezes. Ao residuo obtido nesta etapa foi adicionado 50 mL de acetato de etila e
levado ao ultrassom. A fracdo obtida foi seca no evaporador rotativo e o material obtido foi
determinado como fracdo flavonoidica (BARBOSA, 2004).

2.4 PREPARO FRACAO ENRIQUECIDA COM TANINOS
20 g do extrato foi misturado com 50 mL da mistura acetona/agua (7:3), agitado em

banho ultrassom por 40 minutos a 5°C. Apos esse tempo, o material foi filtrado em funil

comum com papel filtro e concentrado em evaporador rotativo para a evaporacdo da acetona



24

ficando com a fase aquosa. A fase aquosa foi particionada com éter de petréleo (3 vezes de 50
mL) e destilada em evaporador rotativo para garantir a evaporacdo total do éter de petroleo,
em seguida o material foi liofilizado a partir da fase aquosa para originar a fracdo tanica
(TERRILL et al., 1992).

2.5 ANALISE DO EXTRATO ETANOLICO DE Eugenia jambolana E FRACOES POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA EM ESPECTOFOTOMETRO DE MASSA (CL-EM)

As solucdes dos estudos foram selecionadas e submetidas individualmente a anélise
por CL-EM, utilizando uma coluna octadecilsilano (250 x 4.6 mm, 5 um, Luna® C18,
Phenomenex®), como fase estacionaria e fase movel composta de 2 solventes: solvente A —
0.1% de &cido formico em agua ultrapura e solvente B 0,1% de acido férmico em metanol
(grau CLAE) com fluxo de 1.0 mL/min, em gradiente de acordo com a Tabela 1. A fase
estacionéria foi mantida a 30°C e o volume injetado foi de 20 pL para as amostras (1 mg/mL)
no CLAE-DAD-MS para analises monitoradas de 190 a 400 nm e de 50 a 1000 m/z. As
analises desenvolvidas utilizaram um LC-20 Shimadzu® equipado com um sistema
quaternario de bombas modelo LC - 20ADVP, degaseificador modelo DGU - 20A,
detector PDA modelo SPD - 20AVP, forno modelo CTO - 20ASVP, injetor
automatico modelo SIL - 20ADVP e controlador modelo SCL - 20AVP. Acoplado a um
espectrometro de massas ESI-IT da Bruker Daltonics®, equipado com uma fonte de ionizacio
por electrospray operando no modo de analisador e por captura de ions positivos com trap
para dividir o eluente do HPLC e uma taxa de fluxo de 0.2 mL/ min foi introduzido na fonte.
Os parametros do espectrometro de massa utilizados foram: tensdo capilar de 3.5 kV;
temperatura de dessolvatacdo de 320°C; fluxo de gas de 10 L/ min; pressdo de 60 PSI,

utilizando nitrogénio como géas de secagem e nebulizacao.
2.6 MEIOS DE CULTURAE INOCULAC}AO DE MICRORGANISMOS

Os microrganismos utilizados foram a bactéria Escherichia coli 06 (EC 06) e o fungo
Candida albicans 40006 (CA INCQS 40006), fornecido pelo Laboratorio de Micologia da
Universidade Federal da Paraiba - UFPB e FIOCRUZ através do Instituto Nacional de
Controle de Qualidade em Saude (INCQS), respectivamente.

Foram utilizados os seguintes meios de cultura: Agar Heart Infusion — HIA (Difco

Laboratories Itda) na concentracdo indicada pelo fabricante, Brain Heart Infusion - BHI e
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Sabouraud Dextrose Agar - SDA (Sambrook et al., 1989, modificado). Todos os meios de
cultura foram preparados de acordo com as especificacfes do fabricante e esterilizados em
autoclave de vapor quente. A bactéria foi inoculada em HIA (Difco Laboratories Ltda) e o

fungo em SDA. Ambos foram incubados a 35 °C, aproximadamente, durante 24 horas.

2.7 CONCENTRAGCAO INIBITORIA MINIMA (CIM)

A Concentrac¢do Inibitéria Minima (CIM) foi realizada por método de microdiluicdo
de caldo. O inéculo foi depositado em solucdo salina para formar uma suspensao de 105 UFC
/ mL, as concentracOes das amostras variaram de 1024 a 8 pg / mL. Uma solucdo contendo
900 pL de meio BHI a 10% e 100 pL do inoculo foram colocados em cada um dos
eppendorfs. Em seguida, foram distribuidos 100 pL desta solu¢do em cada poco da placa de
microdiluicdo e foram adicionados 100 pL das amostras ao primeiro pogo e passaram em
diluicBes sucessivas para 0s po¢os remanescentes na proporgdo de 1: 1 até o penultimo poco.
O ultimo poco foi preservado para o controle. A placa foi colocada numa incubadoraa 35 ° C
durante um periodo de 24h (JAVADPOUR et al., 1996). Para ensaios bacterianos, adicionou-
se uma solucéo de resazurina sodica e agua destilada a cada poco (20 uL) e as placas foram
incubadas durante 1 h a temperatura ambiente. Para o desenvolvimento da CIM, a inibicéo do
crescimento foi considerada como 0s pogos que permaneceram com a coloragéo azul e a ndo-
inibicdo, aqueles que obtiveram coloracdo vermelha, quando avaliados para os ensaios de
bactérias, ou a auséncia de turbidez no meio, quando avaliado para a ensaios de fungos. A
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) foi definida como a menor concentracdo capaz de
inibir o crescimento bacteriano nos pocos da placa de microdilui¢do, tal como detectado
macroscopicamente (NCCLS, 2003)

2.8 AVALIACAO DO POTENCIAL EFEITO CITOPROTETOR EM BACTERIAS E
FUNGOS CONTRA ALUMINIO

Para a avaliacdo do efeito protetor do extrato e das fragdes sobre o cloreto de
aluminio, os eppendorfs contendo concentracBes sub-inibitdrias das amostras e suspensdes a
105 UFC / ml de Escherichia coli 06 (EC 06) e Candida albicans (CA 40006) foram
preparados em BHI médio 10%. A solugdo foi distribuida nos pogos da placa de
microdiluicdo. Imediatamente depois, foram adicionados 100 uL de cloreto de aluminio ao

primeiro poco, seguidos de microdilucdes sucessivas a penultima cavidade. A concentracao
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de metal variou de 10 mM a 0,00488 mM. As placas de microdiluicdo foram incubadas
durante 48 h a 37 ° C numa incubadora. Em seguida, as concentragdes bactericidas minimas
(CBM) e a concentracdo fungicida minima (CFM) foram determinadas como a menor
concentracdo capaz de matar toda a populagdo de microrganismos. Foram utilizadas placas de
Petri com Agar Infusdo de Coracdo (HIA) para transferir as solu¢des incubadas nas placas de
microdiluicdo. Uma aliquota de cada poco da placa de microdiluigdo foi sub-cultivada em
placas de HIA. Apds 24 horas de incubacdo a 35 + 2 °C, a leitura foi feita, com o objetivo de
observar o crescimento das colonias. As leituras de CBM e CFM foram realizadas com base
no crescimento dos controles microbianos, considerando o CBM e o CFM a menor
concentracdo do extrato e as fragdes que inibiram o crescimento visivel da subcultura
(SHADOMY et al., 1985).

2.9 TESTES DE ALELOPATIA DO EXTRATO E FRAQOES DE Eugenia jambolana LAM.
EM SEMENTES DE Lactuca sativa L.

Foram realizados testes pilotos para determinar o efeito alelopatico das
amostras em estudo. Para realizar o teste, foram utilizados placas de Petri limpas, secas e
estéreis. Elas estavam alinhadas com dois discos de papel de filtro, onde foram dispostas 20
sementes de Lactuca sativa. Foram adicionados 3mL das solu¢des de amostra a cada placa a
concentracOes de 256 pg / mL, 128 pug / mL e 64 ug / mL e as placas foram devidamente
identificadas e preparadas em triplicatas. Apés a adicao da solugéo, as placas permaneceram
embaladas em pelicula plastica (SOBRAL-SOUZA et al., 2014). Os experimentos foram
conduzidos em uma cdmara de germinagdo a uma temperatura de aproximadamente 25 ° C £
2 ° C e fotoperiodo natural por sete dias. Os tratamentos foram organizados em um
delineamento experimental inteiramente casualizado (CRD), com trés repeticGes de 20
sementes por placa. Os parametros analisados no final dos sete dias foram: contando o
namero de sementes germinadas. As sementes cujas raizes atingiram 1 mm de comprimento
ou mais foram consideradas germinadas. Os testes foram feitos em triplicatas e expressos

como significativos.

2.10 AVALIACAO DO EFEITO CITOPROTETOR DO EXTRATO E FRACOES DE E.
jambolana EM UM MODELO DE PLANTA (L. sativa) CONTRA CLORETO DE
ALUMINIO
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Para realizar o teste, utilizaram-se placas de Petri preparadas conforme relatado
anteriormente. Quanto as concentragdes utilizou-se uma concentracdo sub-alelopatica do
extrato e das fracbes (64 ug / mL) e do cloreto de aluminio, variando entre 20 e 1,25 mM. A
placa de controle foi umedecida com 3 mL de &gua destilada estéril. Os experimentos foram
conduzidos em uma camara de germinagdo a uma temperatura de aproximadamente 25 ° C £
2 ° C e fotoperiodo natural por sete dias. Os tratamentos foram organizados em um
delineamento experimental inteiramente casualizado (CRD), com trés repeticbes de 20
sementes por placa. Os parametros analisados no final dos sete dias foram: contagem de
sementes germinadas, indice de taxa de germinacdo (GRI), biometria radicular e radicular,
ocorréncia de necrose radicular, anormalidades de plantulas e peso seco das radiculas e
cauliculos, seguindo o Manual de Regras para Andlise de Sementes (Brasil, 2009). As
sementes cujas raizes atingiram 1 mm de comprimento ou mais foram consideradas

germinadas. Os testes foram feitos em triplicado e expressos como significativos

2.11 ANALISES ESTATISTICAS

Todas as determinagfes foram realizadas em triplicata e os resultados dos testes
quimicos e vegetais foram analisados pelo célculo das médias aritméticas com Bonferroni e
ANOVA. Os resultados dos ensaios microbiologicos foram analisados pelo calculo das

médias geometricas utilizando o software GraphPad Prism versdo 5.0.
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Resumo

O aluminio € um metal toxico extremamente comum em solos de todo o Brasil,
sendo muitas vezes um fator impeditivo ao desenvolvimento de vegetais de
interesse agricola. O objetivo deste estudo foi quantificar os flavonoides presentes
no extrato Eugenia jambolana Lam e suas fracdes, para identificar sua composicao
por CL-EM, determinar a potencial citoprotecdo contra a toxicidade do cloreto de
aluminio em modelo procaridtico e eucaridtico, bem como o mecanismo de
citoprotecdo do extrato e fracbes. Foram testados o extrato etandlico de E.
jambolana e suas fracdes tanica e flavonoidica e estabelecidos a concentracéo
bactericida e fungicida minima dos produtos associados a cloreto de aluminio em
diferentes concentragcfes. Estes mesmos produtos foram utilizados em germinacéo
de sementes de alface (Lactuca sativa). O extrato e fracdes ndao mostrou atividade
citoprotetora em modelos bacteriano e fangico, uma vez que ndo foi capaz de
interferir no perfil de crescimentos destes microrganismos. Ja em relacdo ao modelo
vegetal, foi possivel observar efeitos significativos no crescimento de cauliculos e
radiculas de alface, assim como no peso seco das radiculas, mostrando efeito
citoprotetor capaz de inibir a toxicidade do cloreto de aluminio nas diferentes
concentracdes. Desta forma, diante dos problemas enfrentados pela contaminacéo
com aluminio e devido as caracteristicas dos solos o extrato de E. jambolana pode
mostrar alternativa a toxicidade deste metal.

Keywords: Efeito citoprotetor. Metais pesados. Aluminio. Eugenia jambolana
1. Introducéo

O aluminio é o terceiro elemento mais abundante da crosta terrestre. Este
elemento atinge a atmosfera por emissfes naturais, mas principalmente por agao
antropogénica devido ao fato de ser bastante aplicado a nivel industrial. Este metal
possui uso geral e compostos de aluminio sdo empregados como catalisadores na
producdo de plastico, na forma de Oxido de aluminio em quase todos os tipos de
vidros, além de ser usado como agente floculante em estacdes de tratamento de
agua, representando uma fonte adicional de contaminacao, pois tracos de aluminio
existentes na agua nao sao totalmente retirados em processos convencionais de
purificacédo (Garcia; Gioda; Nascimento, 1996).

Sua toxicidade em sistemas aquaticos e terrestres esta correlacionada a
concentracdo da sua fracdo biologicamente ativa. As formas monoméricas Al** sdo
consideradas as mais importantes. Os complexos de Al organicos e inorganicos sao
considerados nao fitotoxicos ou com fitotoxicidade reduzida. Esta contaminagéo por
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aluminio é a principal restricdo para o crescimento e desenvolvimento de plantas em
solos acidos. A inibicdo do alongamento da raiz provocada por este metal pode ser
observada em horas ap0s a exposi¢cao ao seu excesso (Horst; Wang; Eticha, 2010).
A toxicidade desse metal pode ser devido a interacdes desses ions em locais
especificos nas paredes celulares, no simplasma, na membrana plasméatica ou na
formacéo de calose, interagindo com aspectinas e hemiceluloses, inibindo a divisdo
celular, ligando-se ao DNA ou com lipideos (Boscolo; Menossi; Jorge, 2003).

A baixa fertilidade do solo, que inclui a pouca disponibilidade de nutrientes e
desequilibrio de pH do solo, somada a ja referida toxicidade do Al, representa um
problema na produtividade agricola e impede que atinja seu potencial de producéo.
Por estes motivos existe um uso excessivo de fertilizantes que poluem o ambiente e
contribuem para alteracdes climaticas e degradacdo ambiental, principalmente em
paises desenvolvidos (Rao; Miles; Beebe, 2016). Solos com presenca de elementos
toxicos como o aluminio sdo uma caracteristica comum em varias regides do
mundo. Estas condi¢des influenciam diretamente na germinagdo das sementes
(YAMASHITA; GUIMARAES, 2011). O aluminio induz também a formacdo de
espécies reativas de oxigénio, desta forma, substancias com efeito antioxidante
podem ser eficazes em amenizar os impactos gerados pela toxicidade do aluminio,
assim como a quelagcéao deste metal como forma de citoprotecdo contra a toxicidade
(BENHERLAL; ARUMUGHAN, 2007; LEITE et al., 2016).

Eugenia jambolana Lam., conhecida como “jamboldo” & usada pela populagéo
rural do Brasil para diversos propdsitos na medicina popular (BALIGA et al., 2011b;
SRIVASTAVA; CHANDRA, 2013), no entanto, nossos estudos sao pioneiros no uso
de produtos naturais desta planta em protecdo contra o efeito téxico de metais
pesados como o aluminio. Com isso em mente, o objetivo deste estudo foi
quantificar os flavondides presentes no extrato e fracbes de Eugenia jambolana
Lam, para identificar sua composicdo por CL-EM, para determinar o potencial
citoprotetor contra a toxicidade do cloreto de aluminio em um modelo procariotico e
eucariotico, bem como o mecanismo de citoprotecédo do extrato e das fracdes.

2. Material e métodos
2.1 Material vegetal

Folhas de Eugenia jambolana Lam. foram obtidos no Horto Botanico de
Plantas Medicinais do Laboratorio de Pesquisa de Produtos Naturais — LPPN, da
Universidade Regional do Cariri — URCA. Coordenadas: 07° 14° 18,2° de latitude S.
e 39° 24° 53° W. de Greenwich. Os materiais vegetais foram identificados e uma
exsicata da espécie foi depositada no herbario Dardano Andrade Lima da
Universidade Regional do Cariri - URCA com o respectivo numero de identificagdo
#3107 (familia Myrtaceae, espécie Eugenia jambolana Lam.).

2.2 Preparacéo do extrato etandlico

O extrato etandlico de E. jambolana Lam. foi preparado utilizando 1,832 g de
folhas previamente trituradas para aumento de superficie de contato e adicionado o
alcool etilico a 100% onde permaneceram em temperatura ambiente protegidas do
ar e da luz, por um periodo de 96 horas (Matos, 2002). Posteriormente 0 macerado
foi filtrado e levado a evaporador rotativo (Q-344B — Quimis — Brasil) 40 rpm a 60° C
e banho maria, obtendo-se rendimento do extrato bruto de 124.7 g.
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2.3 Preparo da fracao flavonoidica

10 g do extrato foi dissolvido em 100 mL de hexano, no qual permaneceu em
banho ultrassom por 10 minutos e em seguida foi centrifugado (3000 rpm) por 10
min. O sobrenadante foi separado, sendo adicionado ao residuo 100 mL de hexano
por mais duas vezes, conforme descrito anteriormente. Ao residuo obtido no final foi
adicionado 100 mL de cloroférmio, sendo levado ao ultrassom por 10 min e repetido
0S mesmos procedimentos anteriores 3 vezes. Ao residuo obtido nesta etapa foi
adicionado 50 mL de acetato de etila e levado ao ultrassom. A fragao obtida foi seca
no evaporador rotativo e o material obtido foi determinado como fracéo flavonoidica
(Barbosa, 2004).

2.4 Fracao tanica

20 g do extrato foi misturado com 50 mL da mistura acetona/agua (7:3), agitado em
banho ultrassom por 40 minutos a 5°C. Apés esse tempo, o material foi filtrado em
funil comum com papel filtro e concentrado em evaporador rotativo para a
evaporacao da acetona ficando com a fase aquosa. A fase aquosa foi particionada
com éter de petroleo (3 vezes de 50 mL) e destilada em evaporador rotativo para
garantir a evaporacao total do éter de petrdleo, em seguida o material foi liofilizado a
partir da fase aquosa para originar a fracao tanica (TERRILL et al., 1992).

2.5 Andlise do extrato etandlico de eugenia jambolana e fragdes por cromatografia
liquida em espectofotdbmetro de massa (CL-EM)

As solucdes dos estudos foram selecionadas e submetidas individualmente a
andlise por CL-EM, utilizando uma coluna octadecilsilano (250 x 4.6 mm, 5 pum,
Luna® C18, Phenomenex®), como fase estaciondria e fase mével composta de 2
solventes: solvente A — 0.1% de acido formico em agua ultrapura e solvente B 0,1%
de acido férmico em metanol (grau CLAE) com fluxo de 1.0 mL/min, em gradiente de
acordo com a Tabela 1. A fase estacionaria foi mantida a 30°C e o volume injetado
foi de 20 pL para as amostras (1 mg/mL) no CLAE-DAD-MS para analises
monitoradas de 190 a 400 nm e de 50 a 1000 m/z. As analises desenvolvidas
utilizaram um LC-20 Shimadzu® equipado com um sistema quaternario de bombas
modelo LC - 20ADVP, degaseificador modelo DGU - 20A, detector PDA modelo SPD
- 20AVP, forno modelo CTO - 20ASVP, injetor automatico modelo SIL - 20ADVP e
controlador modelo SCL - 20AVP. Acoplado a um espectrometro de massas ESI-IT
da Bruker Daltonics®, equipado com uma fonte de ionizagao por electrospray
operando no modo de analisador e por captura de ions positivos com trap para
dividir o eluente do HPLC e uma taxa de fluxo de 0.2 mL/ min foi introduzido na
fonte. Os parametros do espectrdmetro de massa utilizados foram: tenséo capilar de
3.5 kV; temperatura de dessolvatacédo de 320°C; fluxo de gas de 10 L/ min; presséo
de 60 PSI, utilizando nitrogénio como gas de secagem e nebulizacao.

2.6 Meios de cultura e inoculacao de microrganismos

Os microrganismos utilizados foram a bactéria Escherichia coli 06 (EC 06) e o
fungo Candida albicans 40006 (CA INCQS 40006), fornecido pelo Laboratério de
Micologia da Universidade Federal da Paraiba - UFPB e FIOCRUZ através do
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS), respectivamente.
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Foram utilizados os seguintes meios de cultura: Agar Heart Infusion — HIA
(Difco Laboratories Itda) na concentracdo indicada pelo fabricante, Brain Heart
Infusion - BHI e Sabouraud Dextrose Agar - SDA (Sambrook et al., 1989,
modificado). Todos os meios de cultura foram preparados de acordo com as
especificacdes do fabricante e esterilizados em autoclave de vapor quente. A
bactéria foi inoculada em HIA (Difco Laboratories Ltda) e o fungo em SDA. Ambos
foram incubados a 35 °C, aproximadamente, durante 24 horas.

2.7 Concentracao Inibitoria Minima (CIM)

A Concentracdo Inibitéria Minima (MIC) foi realizada por método de
microdiluicdo de caldo. O in6culo foi depositado em solucéo salina para formar uma
suspenséao de 105 CFU / mL, as concentracdes da amostra variaram de 1024 a 8 ug
/ mL. Uma solucao contendo 900 uL de meio BHI a 10% e 100 pL do in6culo foram
colocados em cada um dos eppendorfs. Em seguida, foram distribuidos 100 pL
desta solugcdo em cada poco da placa de microdiluicdo e foram adicionados 100 uL
das amostras ao primeiro po¢o e passaram em diluicbes sucessivas para 0S pogos
remanescentes na propor¢cdo de 1. 1 até o penultimo poco. O ultimo poco foi
preservado para o controle. A placa foi colocada numa incubadora a 35 ° C durante
um periodo de 24 horas (Javadpour et al., 1996). Para ensaios bacterianos,
adicionou-se uma solugcéo de Resazurina sddica e agua destilada a cada poco (20
ML) e as placas foram incubadas durante 1 h a temperatura ambiente. Para o
desenvolvimento da MIC, a inibicdo do crescimento foi considerada como 0S pogos
gue permaneceram com a coloracdo azul e a ndo-inibicdo, aqueles que obtiveram
coloracdo vermelha, quando avaliados para os ensaios de bactérias, ou a auséncia
de turbidez no meio, quando avaliado para a ensaios de fungos. A Concentracao
Inibitéria Minima (MIC) foi definida como a menor concentragdo capaz de inibir o
crescimento bacteriano nos pocos da placa de microdiluicdo, tal como detectado
macroscopicamente (NCCLS, 2003).

2.8 Avaliacdo do potencial efeito citoprotetor em bactérias e fungos contra aluminio

Para a avaliacdo do efeito protetor do extrato e das fracdes sobre o cloreto de
aluminio, os eppendorfs contendo concentracfes sub-inibitérias das amostras e
suspensodes a 105 CFU / ml de Escherichia coli 06 (EC 06) e Candida albicans (CA
40006) foram preparados em BHI médio 10%. A solucéo foi distribuida nos pocos da
placa de microdiluicdo. Imediatamente depois, foram adicionados 100 yL de cloreto
de mercurio ao primeiro poco, seguidos de microdilugdes sucessivas a penultima
cavidade. A concentracdo de metal variou de 10 mM a 0,00488 mM. As placas de
microdiluicdo foram incubadas durante 48 h a 37 ° C numa incubadora. Em seguida,
as concentracdes bactericidas minimas (MBC) e a concentragdo minima de
fungicida (MFC) foram determinadas como a menor concentracdo capaz de matar
toda a populacdo de microrganismos. Foram utilizadas placas de Petri com Agar
Infusdo de Coracédo (HIA) para transferir as solugbes incubadas nas placas de
microdiluicdo. Uma aliquota de cada poco da placa de microdiluicédo foi sub-cultivada
em placas de HIA. Apés 24 horas de incubacédo a 35 + 2 °C, a leitura foi feita, com o
objetivo de observar o crescimento das colonias. As leituras de MBC e MFC foram
realizadas com base no crescimento dos controles microbianos, considerando o
MBC e o MFC a menor concentracdo do extrato e as fragdes que inibiram o
crescimento visivel da subcultura (Shadomy et al., 1985).
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2.9 Testes de alelopatia do extrato e fracdes de Eugenia jambolana Lam. Allelopathy
test of the Eugenia jambolana Lam. em sementes de Lactuca sativa L.

Foram realizados testes piloto para determinar o efeito alelopatico das
amostras em estudo. Para realizar o teste, foram utilizados placas de Petri limpas,
secas e estéreis. Elas estavam alinhadas com dois discos de papel de filtro, onde
foram dispostas 20 (vinte) sementes de Lactuca sativa. Foram adicionados 3 ml das
solugcbes de amostra a cada placa a concentragdes de 256 yg / mL, 128 uyg/ mL e
64 ug / mL e as placas foram devidamente identificadas e preparadas em triplicatas.
Apés a adicao da solucédo, as placas permaneceram embaladas em pelicula plastica
(Sobral-Souza et al., 2014). Os experimentos foram conduzidos em uma camara de
germinacdo a uma temperatura de aproximadamente 25 ° C + 2 ° C e fotoperiodo
natural por sete dias. Os tratamentos foram organizados em um delineamento
experimental inteiramente casualizado (CRD), com trés repeticbes de 20 sementes
por placa. Os parametros analisados no final dos sete dias foram: contando o
ndamero de sementes germinadas. As sementes cujas raizes atingiram 1 mm de
comprimento ou mais foram consideradas germinadas. Os testes foram feitos em
triplicatas e expressos como significativos.

2.10 Avaliagao do efeito citoprotetor do extrato e fracdes de E. jambolana em um
modelo de planta (L. sativa) contra cloreto de aluminio

Para realizar o teste, utilizaram-se placas de Petri preparadas conforme
relatado anteriormente. Quanto as concentragdes utilizou-se uma concentracdo sub-
alelopatica do extrato e das fracdes (64 ug / mL) e do cloreto de aluminio (AICI2),
variando entre 20 e 1.25 mM. A placa de controle foi umedecida com 3 mL de agua
destilada estéril. Os experimentos foram conduzidos em uma camara de germinacao
a uma temperatura de aproximadamente 25 ° C £ 2 ° C e fotoperiodo natural por
sete dias. Os tratamentos foram organizados em um delineamento experimental
inteiramente casualizado (CRD), com trés repeticbes de 20 sementes por placa. Os
parametros analisados no final dos sete dias foram: contagem de sementes
germinadas, indice de taxa de germinacdo (GRI), biometria radicular e radicular,
ocorréncia de necrose radicular e anormalidades de plantulas, seguindo o Manual de
Regras para Andalise de Sementes (Brasil, 2009). As sementes cujas raizes
atingiram 1 mm de comprimento ou mais foram consideradas germinadas. Os testes
foram feitos em triplicado e expressos como significativos

2.11 Andlises estatisticas

Todas as determinacdes foram realizadas em triplicata e os resultados dos
testes quimicos e vegetais foram analisados pelo célculo das médias aritméticas
com Bonferroni e ANOVA. Os resultados dos ensaios microbiologicos foram
analisados pelo célculo das médias geométricas utilizando o software GraphPad
Prism versédo 5.0

3. Resultados e Discussao

A partir da analise cromatografica das amostras foi possivel sugerir a
presenca dos compostos descritos na figura 1, por meio da semelhanca entre



251
252
253
254
255
256
257
258
259
260
261
262
263
264
265
266
267
268
269
270
271
272
273
274
275
276
277
278
279
280
281
282
283
284
285
286
287
288
289
290
291
292
293
294
295
296
297
298
299
300

39

espectro de absorcao em ultravioleta, razao massa carga e fragmentacéo (MS?) com
dados descritos na literatura e no banco de dados GNPS (Global Natural Products
Social Molecular Networking).

Na amostra do extrato etandlico de Eugenia jambolana Lam., nas condicdes
utilizadas, foi possivel observar trés compostos de destaque, sendo um derivado
glicosilado de quercetina (Figura 1 - composto 1), um derivado glicosilado da
miricetina (Figura 1 - composto 2) e o &cido elagico (Figura 1 — composto 3) com
tempo de retencdo de 5.3 min e 481.05 m/z, 22.4 min e 463.09 m/z, 24.7 min e
300.89 m/z, respectivamente (BASTOS et al., 2007; CHO et al., 2004; FISCHER;
CARLE; KAMMERER, 2011; HVATTUM, 2002; SALDANHA,; VILEGAS; DOKKEDAL,
2013; SUN et al., 2007).

Entre estes compostos, derivados de miricetina e quercetina ja foram citados
em trabalhos anteriores. Ja quanto ao acido elagico, ja havia sido isolado de outras
partes da planta, a casca do caule, flores e sementes (Mahmoud et al., 2001,
Sagrawat, Mann and Kharya, 2006). Em screening fitoquimicos, realizados
anteriormente, também foram revelados alcaloides, fendis, taninos, aminoacidos,
carboidratos, saponinas, terpenos e flavonoides que s&o responsaveis pelas
diferentes propriedades medicinais da espécie (YADAV; YADAV; YADAV, 2014).

Na amostra da fracdo tanica de E. jambolana, foi possivel identificar acido
quinico, tempo de retencdo 5 min, 190.93 m/z (Figura 2 — composto 1),
catequina/epitaquina, tempo de retencao 12.7 min, 288.95 m/z (Figura 2 — Composto
2), procianidina, tempo de retencdo 14 min, 577.17 m/z (Figura 2 — composto 3),
guercetina, tempo de retencdo 29.7 min, 301 m/z (Figura 2 — composto 4),
miricetina-3-O-a-arabinopiranosideo, tempo de retencdo 19.3, 449.02 m/z (Figura 2
— composto 5), acido elégico, tempo de retencdo 24.8 min e 300.98 m/z (Figura 2 —
composto 8) e trés compostos derivados de quercetina: quercetina-O-(O-galoil)-
hexosideo, tempo de retencdo 21.3 min e 615.12 m/z (Figura 2 — composto 6),
guercetina-3-O-B-D-xilofuranosideo, tempo de retencéo 25.2 e 433.08 m/z (Figura 2
— compostos 7) e quercetina-O-(O-galoil)-pentosideo, tempo de retencdo 24.2 e
433.03 m/z (Figura 2 — composto 9) (BASTOS et al.,, 2007; CHO et al.,, 2004,
FISCHER; CARLE; KAMMERER, 2011; HVATTUM, 2002; SALDANHA; VILEGAS;
DOKKEDAL, 2013; SUN et al., 2007).

No que se refere a fracdo flavonoidica do extrato de E. jambolana foram
identificados &cido quinico tempo de retencdo 5 min, 190.93 m/z (Figura 3 —
composto 1), quercetina, tempo de retencédo 29.7 min, 301 m/z (Figura 3 — composto
2) e derivados de quercetina com tempos de retencdo 19.3 min, 449.05m/z, 21.2
min, 615.12 m/z, 23.4 min, 463.06 m/z, 24.1 min, 433.1 m/z, 24.7 min, 624.97 m/z,
25.6 min, 447.08 m/z, 25.9 min, 585.08, respectivamente (Figura 3 — compostos 3 -
9).

O extrato etandlico de E. jambolana Lam. e fracGes acrescidas do cloreto de
aluminio (AICl3) ndo mostraram concentracdo bactericida minima estatisticamente
significante em relacdo ao controle. Diante disso, a presenca dos extratos nao
mostrou atividade citoprotetor in vitro no modelo bacteriano, pois néo alterou o perfil
de sobrevivéncia da cepa testada (Figura 4).

Também nao foram observadas diferencas estatisticamente significativa para
o extrato etandlico de E. jambolana Lam. e fragdes acrescidas do cloreto de aluminio
(AICI3) na concentracdo fungicida minima em relacdo ao controle. Desta forma,
percebe-se que ndo houve alteragdo no comportamento de sobrevivéncia dos
microrganismos na presenca dos extratos, ndo havendo atividade citoprotetor no
modelo fangico (Figura 5).
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A Figura 6 exibe o resultado da massa seca de cauliculos e radiculas realizando
uma comparagcao entre o controle com agua, a solucdo apenas com o cloreto de
aluminio e a mesma solucado acrescidas dos produtos extrato e fragcdes flavonoidica
e tanica. Pode-se observar que ha uma diferenca (embora ndo tenha mostrado
significancia estatistica) entre as médias de massa seca da amostra submetida
apenas ao metal e a mesma submetida ao metal sob efeito dos produtos de E.
jambolana. Enfatizando a atividade do extrato etandlico que mostra um melhor
desenvolvimento da composicdo destas estruturas, até mesmo se comparado ao
controle com 4gua. O que permite supor que o extrato tenha interferido ndo sé no
crescimento, como em termos de componentes estruturais destas estruturas.

Quanto ao teste de citoprotecdo no modelo de germinagao utilizando sementes
de alface, observa-se a solucdo de AICIl; em todas as concentracdes (1,25mM,
0,5mM, 0,1mM e 0,05Mm) mostrou diminuicdo no crescimento das radiculas e
cauliculos, bem como do peso seco das mesmas (figura 6A) quando comparadas ao
controle utilizando 4gua. O extrato etandlico (figura 6B), a fracdo tanica (figura 6C) e
flavonoidica (figura 6D) de E. jambolana Lam. mostraram efeito citoprotetor neste
modelo, uma vez que em relacdo ao controle foi possivel observar que o
crescimento e peso seco das radiculas e cauliculos da alface apresentaram-se
maiores.

E possivel analisar que houve uma maior alteracdo na massa seca na maior e
menor concentragdo do metal comparada ao crescimento em comprimento da
radicula e cauliculo, o que pressupfe que embora tenha havido um desenvolvimento
dessas estruturas, a massa seca revela um ganho deficiente de componentes
estruturais da planta. Desta forma, o crescimento deu-se perante a incorporacéo de
agua e ndo necessariamente a uma melhor condigéo.

Macedo et al. (2011), encontraram resultados semelhantes ao avaliar a resposta
fisiologica de diferentes acessos de pinhdo-manso em doses variadas de aluminio,
obtendo que as doses afetam o crescimento das raizes para todas as procedéncias,
sendo as doses superiores a 3 mg L+, as mais prejudiciais ao crescimento da planta.
Marin et al. (2002), também observaram diminuicdo da massa seca de raizes
proporcional ao aumento das concentracbes de aluminio na germinacdo de
sementes de guandu (Cajanus cajan (L.) Millsp.).

O acumulo de aluminio ocorre preferencialmente na raiz o que reduz seu
crescimento e desenvolvimento, causando um aumento no didmetro das raizes e
diminuicdo do numero de raizes laterais. A literatura relata a diminuicdo do
crescimento das raizes como sintomas iniciais da toxicidade por aluminio (ANIOL,
1984; OLIVEIRA; RENA, 1989)

O aluminio afeta a parede celular e membrana plasmatica. Ao interagir com
lipideos e proteinas da membrana induz modificacbes na sua fluidez e
permeabilidade. Essas mudancas nas propriedades da membrana plasmatica pelo
Al afetam suas propriedades de transporte de ions(AKESON; MUNNS; BURAU,
1989; CALDWELL, 1989; ISHIKAWA; WAGATSUMA, 1998; JONES; KOCHIAN,
1997). O comprometimento produzido pelo aluminio pode estar relacionado ao
estresse oxidativo através da formacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS)
levando a peroxidacado lipidica e oxidacdo de proteinas (BOSCOLO; MENOSSI;
JORGE, 2003; JONES et al., 2006; YAMAMOTO; HACHIYA; MATSUMOTO, 1997).
No entanto, o estresse oxidativo nas raizes parece nao ser a principal causa de
inibicdo do alongamento radicular (YAMAMOTO; KOBAYASHI; MATSUMOTO,
2001).
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4. Conclusodes

Os produtos testados ndo foram capazes de modificar o perfil de crescimento
dos microrganismos pela concentragdo bactericida e fungicida minima. No entanto, a
partir das analises foi possivel evidenciar uma atividade citoprotetora de Eugenia
jambolana Lam. contra aluminio eficaz em modelo vegetal. Principalmente para o
extrato etanodlico, uma vez que este produto apresenta variedade de compostos,
exibindo melhores resultados no crescimento e massa seca de cauliculo e radiculas
na germinacéao de alface.

Diante dos resultados obtidos, o extrato de Eugenia jambolana pode
apresentar-se como alternativa para inibir os efeitos toéxicos do aluminio sobre as
raizes das plantas, tendo em vista que este é um problema recorrente e frequente
nos solos das mais diversas regides, que pode afetar drasticamente o
desenvolvimento da agricultura. Nesse estudo foram abordados o efeito citoprotetor
contra aluminio de compostos flavonoides até agora ndo estudados e que podem
embasar o desenvolvimento de produtos para aplicacao na agricultura.
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Tabela 1. Gradiente de fase mével utilizado na determinagéo qualitativa de amostras de

E. jambolana.
Tempo (min) Solvente A (%) Solvente B (%)
0,00 95 5
60,00 5 95
70,00 0 100
75,00 0 100
80,00 95 5
90,00 95 5

Figura 1. Estruturas dos constituintes identificados no extrato de Eugenia jambolana
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Figura 2. Estruturas dos constituintes idenficados na fragdo tanica de Eugenia

jambolana.
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Figura 3. Estruturas dos constituintes identificados na frac&o flavonoidica do extrato de
Eugenia jambolana
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6. Quercetina-3-O-p-D-xilopiranosideo H OH O-B-D-xilopiranosideo
7. Quercetina 3-Glicosideo cafeico OH H O-caff-glc
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Figura 4. Efeito citoprotetor do extrato e fragcdes de Eugenia jambolana contra
Escherichia coli
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jambolana; FTEJ — Fragdo Tanica de Eugenia jambolana; AICl; — Cloreto de aluminio;

CBM - Concentragdo Bactericida Minima.

Figura 5. Efeito citoprotetor do extrato e fragcdes de Eugenia jambolana contra
Candida albicans
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Figura 6. Graficos da massa seca e comprimento de radiculas e cauliculos de sementes de alface (Lactuca sativa) em relacdo ao extrato etanolico e fracdes
de E. jambolana em diferentes concentragdes de aluminio.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Os produtos testados ndo foram capazes de modificar o perfil de crescimento dos microrganismos
pela concentracdo bactericida e fungicida minima. No entanto, a partir das analises foi possivel evidenciar
uma atividade citoprotetora de Eugenia jambolana Lam. contra aluminio eficaz em modelo vegetal.
Principalmente para o extrato etandlico, uma vez que este produto apresenta variedade de compostos,
exibindo melhores resultados no crescimento e massa seca de cauliculo e radiculas na germinagédo de
alface.

Diante dos resultados obtidos, o extrato de Eugenia jambolana pode apresentar-se como
alternativa para inibir os efeitos toxicos do aluminio sobre as raizes das plantas, tendo em vista que este é
um problema recorrente e frequente nos solos das mais diversas regides, que pode afetar drasticamente o
desenvolvimento da agricultura. Nesse estudo foram abordados o efeito citoprotetor contra aluminio de
compostos flavonoides até agora ndo estudados e que podem embasar o desenvolvimento de produtos

para aplicacdo na agricultura.
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