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Phytochemical evaluation and biological activities of the exocarp extract from the fruit of Protium
spruceanum. Protium spruceanum known as “breu branco” is a medicinal plant species. The aim of
this study was to evaluate the hydroethanolic extract of the exocarp of the mature fruit of Protium
spruceanum regarding its phytochemical groups and biological activities. The fruits were collected and
the extract produced by static maceration in a 70% hydroethanol solution. The analyzes carried out
were for organoleptic, physicochemical, regarding the yield of the extract obtained, relative density,
pH, refractive index and optical rotation, and for biological assays, the extract was tested for
photoprotection activity in UV-Vis, antifungal activity on Candida and antibacterial on Staphylococcus,
Salmonella and Escherichia by disk assay (mm). The extract was light brown and aromatic. Qualitative
phytochemical screening revealed the presence of organic acids, reducing sugars, phenols, purines,
catechins and double olefins. The yield was 16.99%, relative density 0.965 g mL™, pH 5.26, refractive
index 1.3987 np and optical rotation -99.8°. In photoprotection activity, the extract exhibited activity at
UVC wavelength. In the antifungal activity, potential inhibition was obtained for C. guilliermondii and
C. tropicalis and for antibacterial inhibition for strains of S. aureus, E. coli and S. serovar Enteritidis.
The exocarp extract of the ripe fruit of Protium spruceanum showed a potential biological effect.

RESUMO

Palavras-chaves
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Protium spruceanum conhecido por “breu branco” ¢ uma espécie vegetal medicinal. O estudo teve por
objetivo, avaliar o extrato hidroetan6lico do exocarpo do fruto maduro de Protium spruceanum quanto
aos grupos fitoquimicos e atividades bioldgicas. Os frutos foram coletados e o extrato produzido por
maceragao estatica em solucdo hidroetanolica 70%. As andlises realizadas foram para organolépticas,
fisico-quimicas quanto ao rendimento de extrato obtido, densidade relativa, pH, indice de refracéo e
giro Optico, e para 0s ensaios bioldgicos, o extrato foi testado para ativdade de fotoprotecdo em UV-
Vis, atividade antifangica sobre Candida e antibacteriana sobre Staphylococcus, Salmonella e Escheri-
chia pelo ensaio em disco (mm). O extrato apresentou coloragéo castanho claro e aromatico. A pros-
peccao fitoquimica qualitativa revelou a presenca de &cidos organicos, aglcares redutores, fendis, pu-
rinas, catequinas e duplas olefinas. O rendimento foi de 16,99%, densidade relativa de 0,965 g mL™,
pH 5,26, indice de refracdo 1,3987 np e giro optico de -99,8°. Na atividade de fotoprotecdo, o extrato
exibiu atividade no comprimento de ondas UVC. Na atividade antifingica, foi obtido potencial inibicdo
para C. guilliermondii e C. tropicalis e para antibacteriano inibicdo para cepas de S. aureus, E. coli e S.
sorovar Enteritidis. O extrato do exocarpo do fruto maduro de Protium spruceanum demonstrou poten-
cial efeito bioldgico.
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INTRODUCAO

A familia Burseraceae é composta por 19
géneros e aproximadamente 700 espécies
amplamente distribuidas nos tropicos (295 espécies
em 8 géneros) e subtropicos nas (Américas (Central
e do Sul) e Africa), e em menor quantidade em
areas temperadas quentes, sendo Burseraceae uma
das maiores do mundo (Limaetal., 2014; Sri Rama
Murthy et al., 2016; Rosalem et al., 2017). No
Brasil, os géneros encontrados nos diversos biomas
e dominio Cerrado s&o, Protium Burm. f., Bursera
Jacq. ex L., Tetragastris Gaertn., Crepidospermum
Hook. F., Dacryodes Vahl e Trattinnickia Willd
conforme Vieira et al. (2010) e Lima et al. (2014).

Véarios taxons do género Protium sdo
empregados na medicina popular, onde as resinas,
6leos essenciais e extratos de diversas partes do
vegetal, apresentam inOmeras classes de
fitocompostos com potencial comprovado para uso
medicinal. Estudos reportam para P. decandrum, P.
altsonii, P. strumosum, P. ovatum, e P. spruceanum
importantes atividades bioldgicas (Silva et al.,
2013). As diversas espécies de Protium apresentam
exsudato branco ou preto extraido principalmente
das partes aéreas e das raizes superficiais. Esse
exudato é comercializado em mercados de produtos
naturais e em lojas especializadas em produtos
fitoterapicos. Sabe-se que, a composicdo desse
exsudato apresenta atividades biolégicas com agdo
antimicrobiana, antioxidante, analgésica,
antiinflamatoria, antitussigena, antitumoral e
edematogénica (Siani et al., 1999; Bandeira et al.,
2006; Rudiger et al., 2007; Camargo et al., 2010;
Rosalem et al., 2017; Amparo et al., 2019), bem
como no tratamento da pneumonia, tuberculose e
gonorréia (Corréa, 1926; Costa, 1994; Amparo et
al., 2018; Aranaga et al., 2020).

Popularmente o género Protium é conhecido por
“almecegueira, breu branco, breu preto, pau-de-
breu e resina mesca”. Uma das espécies de com
maior distribuicdo nos ambientes naturais, € a P.
spruceanum encontrada com ambundancia nas
regibes Amazobnica, Mata Atléntica e Cerrado
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brasieliro. Em si, um individuo de P. spruceanum
pode alcancar até 20 m de altura; copa densa e
arredondada, formando dossel; com tronto reto
cilindrico, com casca rugosa e delgada entre 25-40
cm de didmetro; folhas compostas, pinadas,
alternas;  foliolos  subcoridceos entre  3-5,
descoloridos, glabros na face superior e
pubescentes na face inferior; inflorescéncias em
paniculas ramosas axilares com 2-3 cm de
comprimento, frutos elipsoides entre 2-3 valvas
avermelhadas (Brasil et al., 2018), sendo conhecida
entre a populagdo por “breu branco, breu ou
almécega-de-casca-lisa” devido a coloragio natural
eshranquigada do exsudato aromatico produzido
nas raizes, tronco, galhos e frutos, sendo utilizado
no tratamento de dores estomacais, dores de cabeca
e de dente, bem como em processos gripais
(Machado et al., 2003; Zoghbi et al., 2005).

Os extratos foliares sdo utilizados em processos
inflamatdrios na presenca de febre, antinociceptivo
e antiedematogénico, sendo estas atividades
atribuidas a presenga de a- e f-amirinas (Rodrigues
et al., 2013; Amparo et al., 2018; Figueiredo et al.,
2019), e os frutos, servem de alimento para a fauna
como: tucanos, jabutis e tartarugas e ajudam
também no processo de digestdo desses animais
(Machado et al., 2003; Rodrigues et al., 2013).

Como observado, P. spruceanum apresenta
diversos estudos bem diversificados quanto as
atividades bioldgicas e constituintes fitoquimicos
ativos. No entanto, essa espécie ainda apresenta
vérias possibilidades de estudos de caracterizacéo,
bem como, ensaios in vitro e ex vitro,
principalmente para uso farmacolégico.

Este estudo teve por objetivo, avaliar o extrato
do exocarpo do fruto maduro de Protium
spruceanum (Figura 1), sobre o0s grupos
fitoquimicos, caracteristicas fisico-quimicas e
atividades biolégicas nos ensaios de fotoprotecéo,
antifingica sobre o género Candida e
antibacteriana sobre  Staphylococcus aureus,
Salmonella sorovar Tiphymurium, Salmonella
sorovar Enteritidis e Escherichia coli.

Figura 1 - Individuo de Protium spruceanum em periodo de frutificacdo e no canto inferior esquerdo o extrato

hidroetandlico
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MATERIAL E METODOS
Identificacdo do vegetal e coleta dos frutos

Frutos maduros (1 kg) foram coletados em 20
individuos de P. spruceanum adultos localizados
em uma propriedade rural no municipio de Rio
Verde, Goiés, Brasil, com a seguinte localizagdo
geografica (17°42°59.5’S e 50°53°27.7°W),
apresentando altura média de 748 m, tipo de solo
distroférrico, clima com duas estaches bem
definidas: seca (Maio a Outubro) e chuvosa
(Novembro a Abril). A espécie foi identificada
atraves de chave dicotdbmica para o género Protium
pelo Bidlogo Msc®. Wendel Cruvinel, e uma
exsicata foi herborizada e depositada no Herbério
do Instituto Federal Goiano, Campus Rio Verde,
localizado no laboratério de Sistematica Vegetal
com o seguinte Voucher (HRV: 15954).

Producéo do extrato

O exocarpo foi retirado do fruto utilizando uma
faca inox. As sementes foram descartadas. Um total
de 500 g de exocarpo teve sua massa determinada
em balanga analitica digital. E em seguida, o
material foi transferido para um processador de
alimentos contendo 1 L de uma solucdo
hidroetandlica 70% (v/v) onde foi processado por 5
min. Apds esse tempo, a solugdo foi transferida
para um frasco de vidro &mbar onde ficou sob
maceragao estatica por 8 dias, em sala livre de luz
e calor. Apos esse periodo, foi adicionado 100 mL
de acetona (P.A — ACS) (Neon), permanecendo por
mais 2 dias.

A solucéo foi entdo filtrada em papel de filtro
gualitativo faixa azul (Unifil, C-42), e o
sobrenadante coletado em bal&o de fundo redondo
de 2 L. Em seguida, o baldo foi transferido para
rotaevaporador rotativo com pressdo reduzida para
concentracdo do extrato. Apos redugdo, o extrato
foi transferido para freezer a -12 °C + 2 °C por 24
h e logo em seguida, transferido para liofilizador
até massa constante. O extrato liofilizado foi
mantido em frasco de vidro &mbar mantido em
freezer a -10 °C £ 2 °C até analises.

Analises fisico-quimicas

As caracteriticas organolépticas para cor, aroma,
limpidez e homogeneidade foram obtidas por
método qualitativo. O rendimento de extrato foi
determinado conforme descrito por Rodrigues et al.
(2011) através da equagdo R(%) = (Pex/Pex0)*100.
Onde: R(%) = rendimento de extrato em
percentagem; Pex = massa do extrato seco;
Pexofruto = massa exocarpo in natura (g). A
densidade relativa foi realizada em proveta

graduada de 10 mL a 20 °C + 2 °C e o resultado
expresso em g mL,

A massa do extrato hidroetandlico bruto foi
entdo obtida em balanca analitica digital, e o
resultado expresso em g mL* a 20 °C conforme
proposto por Menezes Filho et al. (2020). O pH foi
obtido em pHmetro digital de bancada (Lucadena,
Mod. Luca-210), a partir de 50 mL o extrato bruto.
Para determinacdo do indice de refracdo, foi
necessario 1 mL do extrato bruto adicionado em
refratrdmetro digital (Hanna Instruments, Mod.
HI96800) com faixa de refragcdo entre 1,3330 a
1,5080, resolucéo de 0,0001 a 20 °C + 2 °C. O giro
Optico foi determinado em  polarimetro
(Novainstruments, Mod. WXG-4) com faixa de
afericdo entre -180° e +180° na escala Vernier
conforme descrito por Menezes Filho et al. (2020),
a partir de solucéo hidroetandlica conc. 10% (m/v)
do extrato e transferida para uma célula de 10 mL.

Prospeccao fitoquimica qualitativa

A determinacdo qualitativa para as classes
fitoquimicas de glicosideos cardiacos, glicosideos
cianogénicos, alcaloides, aclcares redutores e ndo
redutores, acidos organicos, cumarinas, saponinas
espumidica e hemolitica, polissacarideos, fendis,
flavonoides, purinas, resinas, catequinas, depsideos
e depsidonas, esteroides e triterpenoides,
sesquiterpenolactonas e outras lactonas, duplas
olefinicas e tempo de oxidagdo foram realizados
conforme descrito por Bessa et al. (2013).

Atividade fotoprotetora pelo método de
varredura no comprimento de ondas critico UV-
Vis

Uma varredura foi realizada no comprimento de
ondas critico entre 400-240 nm, utilizando
espectrofotdmetro UV-Vis (Belphotonics, Mod. M-
51) e cubeta de quartzo de campo Unico de 1 cm. O
resultado foi analiado onde gerou-se uma imagem
(Figura 3) da varredura através do programa UV
Profissional 2.

Ensaio antifingico sobre Candida

O ensaio antifingico avaliando o extrato
hidroetanélico do exocarpo do fruto de P.
spruceanum, foi realizado através do método de
difusdo em disco de papel, conforme descrito por
Menezes et al. (2009) adaptado. As cepas flungicas
utilizadas foram: Candida tropicalis (ATCC 4563),
Candida guilliermondii (ATCC 56822), Candida
albicans (ATCC 10231) e Candida krusei (ATCC
34135) mantidas em meio s6lido batata dextrose e
agar (BDA) (Kasvi). As cepas foram entdo
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repicadas em solugdo caldo Brain Heart Infusion
(BHI) (Sigma Aldrich), e em seguida, incubadas a
36 °C £ 2 °C por 20 horas em estufa bacterioldgica.

Inicialmente, foi preparado um in6culo com 100
ML a partir de uma suspensdo fangica em dilui¢éo
a 105 mL? de células, padronizado conforme a
escala de McFarland com turbidez de 0,5 sendo
realizado em  espectrofotdbmetro  UV-Vis
(Belphotonics, Mod. M-51) e densidade optica em
530 nm, utilizando cubeta de vidro de 5 mL. A
solucdo fungica foi dispersa homogeneamente pela
técnica de esgotamento em placa de Petri de 10 cm,
contendo meio BDA.

Diferentes concentragdes do extrato nas conc.
500; 250; 125; 62,5; 31,25 e 15,62 mg mL* (m/v)
foram previamente diluidas em dimetilsulfoxido
(DMSO) (P.A — ACS) (Vetec). Discos de papel de
filtro qualitativo com didametro de 6 mm foram
embebidos com 25 pL de cada concentracdo de
extrato. Logo apds, os discos foram adicionados
sobre o agar contendo a solugdo fungica e o sistema
foi mantido em incubadora bacterioldgica a 36 °C
+ 2 °C por 48 h. O acompanhamento do ensaio
fungico foi realizado diariamente, conforme
descrito por Gonzalez Hernandez et al. (2020)
adaptado.

Foi considerado o halo de inibicdo igual ou
superior a 8 mm de didmetro. Como controle
negativo foi utilizado DMSO, e como controle
positivo solucdo aquosa esterilizada 10 mL
contendo o principio ativo Cetoconazol (Crovell,
P.A — ACS, 99%) na conc. de 50 pg mL* (v/m).

Ensaio antibacteriano sobre Staphylococcus
aureus, Salmonella sorovar  Typhimurium,
Salmonela sorovar Enteritidis e Escherichia coli

O ensaio antibacteriano foi realizado conforme
descrito por Fernandez et al. (2017) adaptado.
Foram utilizadas culturas de bactérias dos géneros
Staphylococcus aureus (ATCC 9891), Salmonella
typhimurium  (ATCC  14028), Salmonella
enteritidis (ATCC 13076) e Escherichia coli
(ATCC 8739). As bactérias foram doadas pelo
banco genético de microorganismos da
Universidade Federal de Goidas — UFG, Campus
Samambaia, Goiania, Goiés, Brasil. Inicialmente,
as colonias foram suspendidas em 50 mL de uma
solucdo aquosa de caldo peptona bacterioldgico
(PB) (Kasvi) em frasco Erlenmeyer de 125 mL
esterilizado. Em seguida, os frascos contendo o
suspendido bacteriano foi mantido na temperatura
de 36 °C + 2 °C, por 48 h em incubadora
bacteriolégica (SolidSteel, Mod. SSD). Apds a fase
crescimento, aliquotas de 5 mL foram coletadas e
distribuidas em placas de Petri contendo meio
solido Agar Contagem de Placas (ACP) (Kasvi)

esterilizado. Apés esse procedimento, as placas
foram homogeneizadas com auxilio de uma alga de
Drigalski e incubadas a 36 °C + 2 °C por 24 h.

Apés esse tempo, foram selecionadas e
transferidas cinco colénias com auxilio de uma alca
de platina para Erlenmeyers de 125 mL contendo
50 mL de caldo PB. Apds esse procedimento, 0s
frascos foram incubados a 37 °C + 2 °C por ~36
horas com agitacdo orbital a 100 rpm, até obtencéo
de turbidez adequada conforme escala 0.5 de
McFarland. Apos determinagdo da turbidez ideal,
entre 1-2x10% UFC mL, uma aliquota de 5 mL foi
coletada e transferida para placas de Petri contendo
meio ACP. Em seguida, a solucdo foi
homogeneizada com auxilio de uma alca de
Drigalski.

A avaliagdo da atividade antimicrobiana foi
realizada através do método de difusdo em pocos.
Na placa de Petri foram realizados pequenos pogos
com 9 mm de didmetro na superficie do meio. Em
cada placa, foram realizados 4 pogos onde foi
aplicado 100 pL mL?* para o 1° pogo:
Ciprofloxacina 500 mg mL? (La Santé), como
controle positivo, no 2° pogo: Azitromicina 500 mg
mL* (Eurofarma), como controle positivo, no 3°
poco: solugdo hidroetandlica como controle
negativo, e no 4° pogo: extrato hidroetandlico do
exocarpo do fruto maduro de P. spruceanum nas
concentraggdes 500; 250; 125; 62,5; 31,25 e 15,62
mg mL?* (m/v). Os controles positivos foram
diluidos em 100 mL de &gua destilada estéril conc.
500 mg 100 mL™.

Apos a aplicacdo, as placas foram mantidas por
30 minutos em camara de fluxo laminar a 25 °C £
2 °C, e em seguida, incubadas a 37 °C £ 2 °C por
36 horas. Apos este periodo, a mensuracdo foi
realizada utilizando paquimetro digital (Digimess,
Mod. 100.174NL), com resolucdo de 0,01
mm/.0005” e erro de 0,001 mm. Foi considerado o
halo de inibicdo igual ou superior a 8 mm de
didmetro.

Analise Estatistica

Os experimentos foram realizados em triplicata
seguido de + desvio padrdo. Para determinacdo da
diferenca estatistica entre o antiflngico e os agentes
antibacterianos de referéncias, e as concentragdes
do extrato hidroetanélico 70%, foi utilizado teste de
Duncan com significancia (p < 5%). O programa
estatistico utilizado foi o IBM SPSS (Statistic 26).

RESULTADOS E DISCUSSAO
O extrato apresentou coloragdo castanho claro,

aromatico, limpido e homogéneo, com rendimento
de 16,99% + 1,54, densidade relativa foi de 0,96569
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+0,01 g mL?ta20 °C, pH =5,26 + 0,02, indice de
refracdo = 1,3987 £ 0,04 np 20 °C e giro Optico de
-99,8°.

Os métodos qualitativos para fitoquimica é uma
importante ferramenta preliminar onde possibilita
screening inicial de baixo custo, especialmente
quando se desconhece o perfil quimico de um
vegetal. O extrato hidroetanolico do exocarpo do
fruto de P. spruceanum apresentou resultados
positivos para um grande nimero de fitomoléculas
(Tabela 1).

Estudos fitoquimicos com espécies do género
Protium reportam a presenca de esterdides,
terpenos (mono e triterpenos), cumarinas, ligninas,
fenilpropanoides e flavonoides (Magalhées et al.,
2006; Adfa et al., 2013) corroborando com esse
estudo. Ainda sdo escassos 0s estudos com extratos
do fruto de P. spruceanum na literatura, embora
observa-se um grande nimero de trabalhos com
folhas, galhos e resina como relatado por
Figueiredo et al. (2019) em que avaliaram 0s
extratos etandlico e aceto-etilico foliar quanto aos
fitocompostos, moléculas de glicerol, &cido
hexadecandico, galactopiranose, inositol, &cido
oléico, catequina que foram observados em ambos
0s extratos. Fitomoléculas ndo compartilhadas
foram  acido  piroglutamico, &cido  2-
aminoeptanodidico, acido ribobnico, talose, A-p-
glucopiranosideo para o extrato etanolico, e f-
Amirina para o extrato aceto-etilico foliar. Amparo
et al. (2019) também encontraram um grande
nimero de moléculas nos grupos dos taninos
(procianidina B) e seis flavonoides (catequina,
isoquercetina, quercetina-3-O-glucuronideo,
rutina, quercitrina e kaempferol-3-O-ramnosideo)
nos extratos hidrometandlicos das folhas e galhos
finos de P. spruceanum.

Alguns desses constituintes presentes no extrato

majoritariamente  por  inOmeras  atividades
biologicas, embora sua acdo seja normalmente
através de conjugacbes em  determinada
bioatividade. Por exemplo: &cidos organicos,
apresentam acgdo antibacteriana principalmente
para 0 grupo de bactérias gram-negativas e acdo
fungistéatica devido ao baixo pH (Duarte et al.,
2014); agUcares redutores atuam no sistema
nervoso central (SNC) e  musculoesquelético
suprindo de energia e agindo também como
gastoprotetor (Menezes Filho e Castro, 2019).

Fendis apresentam capacidade redutora em
radicalis livres que sdo gerados continuamente no
organismo ou mesmo adquiridos na forma exdgena,
sendo esses, estando intimamente ligados a
diversas patologias principalmente aos inimeros
tipos de canceres, envelhecimento precose e
distubios genéticos (Rochaetal., 2011; Bessa et al.,
2013); taninos, caracterizados como compostos
fendlicos  possuem atividade antioxidante,
antinfecciosa, antibacteriana, antifungica,
antitumoral e antiprotozoaria além de auxiliar no
reparo e regeneragéo tecidual (Robbers et al., 1997;
Bessa et al., 2013); compostos purinicos
apresentam atividade antialucindgena e inseticida
(Vizzotto et al., 2010; Menezes Filho e Castro,
2020).

As catequinas sdo polifendis, que apresentam
atividade antioxidante, guimioprotetora,
termogénica, antiinflamatoria, antitumoral e com
acao reguladora de gordura atuando diretamente no
metabolismo dos lipidios (Schmitz et al., 2005;
Bessa et al., 2013; Menezes Filho e Castro, 2019),
duplas olefinas sdo capazes de formarem
compostos  estruturais  resinosos e  0leosos
apresentando  também  aromas  adocicados
(Menezes Filho e Castro, 2019), como observado
no proprio extrato desse estudo.

de P. spruceanum  podem responder

Tabela 1 — Prospeccdo fitoquimica do extrato hidroetanélico 70% do exocarpo do fruto de Protium spruceanum
Grupos Resultados
Glicosideos cardiacos -
Glicosideos cianogénicos -
Alcaloides +
Acidos organicos +++
Aculcares redutores +++
Acucares nao redutores ++
Cumarinas -
Saponinas espumidica -
Saponinas hemolitica +
Polissacarideos -
Fenois +++
Taninos Verde
Flavonoides ++
Purinas +++

(continua..)
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Tabela 1 — Prospecgdo fitoquimica do extrato hidroetandlico 70% do exocarpo do fruto de Protium spruceanum

(continuacéo)

Grupos Resultados
Resinas ++
Catequinas +++
Depsideos e depsidonas ++
Esteroides e triterpendides -
Sesquiterpenolactonas +
Dupla olefinicas +++
Tempo de oxidacéo 2 seg.

Nota: (-) negativo. (+) fraco positivo. (++) moderado positivo. (+++) forte positivo. Taninos: Verde condensado o catéquicos. Azul (Az)

hidrolisavel ou galicos

O extrato do exocarpo do fruto maduro de P.
spruceanum apresentou uma banda entre 256-288
nm Essa banda apresenta as caracteristicas larga
amplitude com média intensidade e maxima
absorcao energética entre 270-280 nm, nesta faixa
de comprimento de ondas, prevalece fontes
energéticas pertencentes a UVC, que compreende
entre a faixa espectral de 100-280 nm (Figura 2).

Fontes energéticas do expectro do ultravioleta
causam sérios danos nos vegetais, animais € no
préprio homem. Com isso, a evolucdo dos vegetais
proporcionou que grupos de  moléculas
apresentassem caracteristica de repelir essas fontes
inpedindo assim, os efeitos deletérios nos tecidos
superficiais. A partir disso, o0s pesquisadores
desenvolveram emulsGes capazes de agirem como
meio bloqueador e filtrando essas fontes de energia.
O fator de protecéo solar (FPS) por estimativa em
espectrofotometria, baseia-se em um ndmero que
avalia o filtro solar ou uma ou vérias fitomoléculas
em conjunto em estudo, de acordo com a altura,
largura e localizagdo da banda de absor¢do dentro
do espectro do UV (Mansur et al., 1986; Violante
et al., 2009).

Conforme Violante et al. (2009), extratos

vegetais também podem apresentar diferentes
comportamentos de absor¢do de fontes energéticas
no UV, como ocorre entre as solucBes
emulsificantes fotoprotetoras alopaticas. Isso se
deve, a presenca de diferentes classes fitoquimicas,
gue sdo capazes de absorver diferentes fontes UV
(UVA, UVB e UVC).

Entre estas classes fitoquimicas estdo o0s
flavonoides, taninos, antraquinonas, alcalGides e
polifendis que além de agirem como fotoprotetores,
agem também como antioxidantes (Henriques et
al., 2000; Violante et al., 2009). Corroborando com
o0s estudos de Bobin et al. (1994), e Violante et al.
(2009) ainda observando a (Figura 2), a banda
observada é caracteristica dos flavondides que em
solucéo hidroetandlica absorvem com duas bandas
caracteristicas, a primeira entre 240-280 nm e a
segunda entre 300-550 nm. Além disso, o resultado
qualitativo para flavonoides (Tabela 1) corrobora
com a andlise espectrofotométrica em UV-Vis. No
entanto, novos estudos deverdo ser realizados na
determinagdo quantitativa do flavonoide por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
para o extrato do fruto de P. spruceanum.

278.8 nm

Absor¢do
N,

. ™ . .
Comprimento de ondas (em!')

Figura 2 - Varredura em espectrofotometria UV-Vis no comprimento de ondas critico entre 400 a 240 nm sobre
0 extrato hidroetandlico do exocarpo do fruto maduro de Protium spruceanum
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O ensaio antifingico a partir do extrato do
exocarpo do fruto de P. spruceanum sobre cepas de
Candida, demonstrou que a eficiéncia alta
sensibilidade é maior em maiores conc. sobre C.
guilliermondii (Figura 3), para C. tropicalis fica
claro que a acdo antifungica é dose dependente.
Para C. krusei foi observada discreta sensibilidade
apenas nas maiores concentracfes entre 500 e 250
mg mL™. O teste antifingico com C. albicans
demonstrou que essa levedura apresentou
resisténcia em todas as concentragfes nao sendo
possivel a verificacdo de inibicdo. Candida
albicans é a espécie de Candida oportunista em
individuos humanos imunossuprimidos e em
infeccbes hospitalares (Vieira e Santos, 2017).
Todos os resultados apresentaram diferenga
significativa entre o antifingico de referéncia e as
dosagens do extrato conforme teste de Duncan p <
5%. Quando comparado ao antifingico de
referéncia, as cepas de Candida ainda apresentam
alta sensibilidade.

De acordo com Vieira e Santos (2017) e Lopez-
Avila et al. (2016), as principais espécies de
interesse clinico e epidemioldgico séo: C. albicans,
C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis e C.
krusei. Os pesquisadores ainda complementam que,
nos surtos de Candidiase s&o observadas diferentes
manifestaces clinicas desde cutanea a quadros
mais severos e altamente perigosos observados na
forma de candidiase invasiva e sisttmica. Embora

28,60

0s agentes antifungicos apresentem boa eficicia na
inibicio desses fungos patoldgicos, 0 uso
concomitante e continuo de drogas antifingicas,
vem promovendo o0 aparecimento de cepas
resistentes principalmente para Anfotericina B,
Fluconazol, Caspofungina e Azdis (Quintero, 2010;
Lopez-Avila et al., 2016; Vieira e Santos, 2017).

De acordo com Rodrigues e Wrangham (1993),
os frutos de Protium sp., sdo utilizados entre os
macacos para curarem infecgdes oportunistas
causadas por fungos. Varios estudos com extratos
vegetais apresentam resultados promissores na
inibicdo de diferentes cepas de Candida. Além da
atividade antifangica em fungos promotores de
patologias em animais e humanos, os extratos,
Oleos essenciais e Oleos-resinas de Protium
proporcionam atividade antifingica em especies
fitopatologicas como descrito no estudo de
Carvajal, Alvarez e Sorio (2016) a partir do 6leo
essencial de P. colombianum com potencial
atividade antiflngica sobre isolados de Fusarium
(F. oxysporum e F. solani). No estudo de Silva et
al. (2013) foi observado inibi¢cdo na concentragdo
minima inibitéria (CMI) de 1,25 mg mL™ para o
6leo essencial de breu preto (Protium spp.) sobre
isolado de C. albicans. Bandeira et al. (2006)
também observaram que o dleo essencial da resina
de Protium heptaphyllum apresentou atividade
fingistatica sobre C. albicans.

= 30 [ =
= o v ~
: . ~ :; =
= = = S )
-‘:‘ —_ = 'E N ; i
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Cetoconazol DMSO 500 mg mL 250mg mL 31, 25mgmL 1562 mgmL
mg mL
uC. rropicalis uC. albicans 1 C. krusei uC. guilliemondii

Figura 3 - Atividade antifungica do extrato hidroetanélico do exocarpo do fruto de Protium spruceanum sobre
Candida. Letras diferentes apresentam diferenca estatistica entre o antifngico de referéncia e as dosagens do

extrato pelo teste de Duncan (p < 5%)

O extrato hidroetandlico apresntou alto potencial
de inibi¢cdo bacteriana sobre S. aureus entre as

concentragdes 500-31,5 mg mL? e para E. coli
entre as concentragdes 500-15,62 mg mL™* (Figura
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4). Estatisticamente, ambas as cepas demonstraram
ser sensiveis ao extrato bruto do exocarpo do fruto.
Ainda quando comparado aos antibacterianos de
referéncia Ciprofloxacina e Azitromicina (500 mg
mL?) antibi6ticos de amplo espectro, o extrato nas
maiores concentragdes entre 500-125 mg mL™ ndo
diferiram entre si pelo teste de Duncan.

Discreta inibicdo foi observada em S. serovar
Enteritidis que diferiu entre os antibidticos de
referéncia mesmo na maior concentracdo de
extrato. No entanto, demonstrou eficacia podendo
ser administrado em conjunto com antibioticos
avaliados proporcionando o sinergismo entre as
moléculas, embora seja necessario novos estudos
sobre essa administracdo de doses in vitro. Para S.
serovar Typhymurium nao foi possivel verificar
inibicdo antibacteriana em nenhuma das doses,
demonstrando ser ineficaz. Entretanto, ambos o0s
antibidticos de referéncia, ainda apresentam alta
eficacia de inibicdo para essa cepa.

Outros estudos demonstram o importante efeito
biolégico de P. spruceanum como no estudo de

300 1
250 1

200 1

~
-]
et

(mm)

Halo de inibicao em

Amparo et al. (2017) com o extrato etandlico dos
galhos de P. spruceanum com boa eficacia sobre
zonas de inibicdo superiores a 10 mm em 19
bactérias patogénicas sendo este, um extrato com
alto potencial bacteriostatico. Silva et al. (2013)
observaram sensibilidade embora discreta, sobre
Mycobacterium tuberculosis na concentracdo de
100 pug mL* a partir do 6leo essencial da resina do
breu preto (Protium spp.). Os pesquiadores ainda
observaram baixa atividade de inibicdo sobre S.
aureus e E. coli avaliando tanto o 6leo essencial do
breu preto quanto do breu branco de Protium.
Bandeira et al. (2006) também observaram
atividade antibacteriana sobre S. aureus e E. coli
utilizando o Oleo essencial da resina de P.
heptahyllum. Algumas espécies de Protium sp.,
produtoras de 6leo essencial também apresentam
interessantes valores de inibicdo de crescimento
sobre S. aureus Rosenbach., Mycobacterium
smegmatis Trevisan. e para Bacillus subtilis
Ehrenberg. (Carvajal et al., 2016).

11,9¢h

),0dD
),0bB
),0dD)

B— —

Ciprofloxacina  Azitromicina 500 mg mL 250 mg mL

500 mg mL 500 mg mL

125 mg mL 2.5 mg mL 31.25 mgmL 15,62 mg mL

Concentracio do extrato em mg mL*

BS. awreus

WS, hphinurium

B S. enteritidis B E coli

Figure 4 - Atividade antibacteriana do extrato hidroetandlico do exocarpo do fruto maduro de Protium
spruceanum sobre Escherichia coli, Salmonella enteritidis, Salmonella typhimurium e Staphylococcus aureus.
Letras diferentes apresentam diferenca estatistica entre o antifungico de referéncia e as dosagens do extrato

pelo teste de Duncan (p < 5%)

CONCLUSAO

O extrato hidroetandlico de  Protium
spruceanum exibiu grande nimero de grupos de
fitomoléculas no ensaio de prospeccédo qualitativa,
além disso, importante rendimento de extrato bruto,
bem como atividade fotoprotetora sobre a fonte
energética UVC e exepcional atividade antifungica

sobre Candida guilliermondii e antibacteriana
sobre Staphylococcus aureus e Escherichia coli.
Estudos futuros deverdo ser realizados avaliando
quantitativamente os grupos de fitomoléculas no
extrato do exocarpo do fruto de P. spruceanum por
cromatografia liquida de alta eficiéncia, bem como,
avaliar novos grupos de agentes flngicos e
bacterianos.
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