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INFO ABSTRACT

Phytochemical, physicochemical evaluation and antioxidant, hemotoxic and antibacterial activities of
Keywords the extract from Protium spruceanum (Benth.) Engl. Protium spruceanum is one 146 species in the
Protium spruceanum genus Protium. It’s considered medicinal plant by the field and scientific population. The objective this
Screening phytochemical  stydy was evaluates the phytochemistry, physicochemical and antioxidant, hemotoxic and antibacterial
Escherichia coli; activities of the hydroethanolic extract from P. spruceanum resin. It's noteworthy the results presented

Staphylococcus aureus this study, showed numerous phytochemicals class with positive results, soluble solids with 1.15%,

refractive index of 1.584, pH of 5.63, relative density of 0.9517 g mL 20 °C, ICso of 275.14 ug mL™* of
DPPH, total phenolics of 9.96 mg GAE 100 g, and yield of 6.61%. Positive hemolytic activity, and in
particular, efficiency in antibacterial activity with inhibition halos from 19.13 mm Staphylococcus
aureus, 14.07 mm Salmonella typhimurium, and 17.51 mm Salmonella enteritidis, and low inhibition
Escherichia coli 9.18 mm. The hydroethanolic extract of Protium spruceanum resin showed exceptional
results as an antioxidant and antibacterial agent.

RESUMO

Protium spruceanum € uma das 146 espécies do género Protium, considerada como medicinal pela
Palavras-chaves populacdo do campo e no meio cientifico. O objetivo deste estudo foi avaliar a fitoquimica, fisico-
Protium spruceanum quimica e as atividades antioxidantes, hemotoxica e antibacteriana do extrato hidroetandlico da resina de
Prospeccao fotoguimica P. spruceanum. Destaca-se que os resultados apresentados neste estudo apresentaram inimeras classes
Escherichia coli fitoquimicas com resultados positivos, sélidos soltveis com 1,15%, indice de refragdo de 1,584, pH de
Staphylococcus aureus 5,63, densidade relativa de 0,9517 g mL 20 °C, Clso de 275,14 pg mL* de DPPH, fendlicos totais de

9,96 mg EAG 100 g, e rendimento de 6,61%. Atividade hemolitica positiva, em especial, eficiéncia na
atividade antibacteriana com halos de inibigdo de 19,13 mm para Staphylococcus aureus, de 14,07 mm
para Salmonella typhimurium, e de 17,51 mm para Salmonella enteritidis, e baixa inibi¢do para Escheri-
chia coli de 9,18 mm. O extrato hidroetandlico da resina de Protium spruceanum demonstrou resultados
excepcionais como agente antioxidante e antibacteriano.
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INTRODUCAO

A  familia  Burseraceae @ é  formada
exclusivamente por espécies arboricolas e arbustos
em dreas tropicais da América do Sul, Malésia e
Africa. O género Protium Burm. f. apresenta
aproximadamente cerca de 146 espécies, deste
total, nove sdo neotropicais. A grande maioria das
espécies habita areas de sub-bosque na floresta
Umida priméria e em terra firme (Machado et al.,
2003; Vieira et al., 2010).

O principal centro de diversidade esta no bioma
Amazoénico onde sdo identificadas 73 espécies,
sendo 42 endémicas dessa regido. A espécie
Protium spruceanum (Benth.) Engler, apresenta
porte arboreo com dossel, ou arbérea secundaria,
seletiva higrofita e com sindromes de entomofilia
e ornitocoria, onde alguns individuos foram
registrados em estudo apresentando altura de 20
metros. Entre a populacdo, a espécie é conhecida
por “breu-branco, amescla, almecegueira ou resina
mesca”. O auge das inflorescéncias sdo nos meses
de setembro a novembro com frutificagdo entre
outubro a marco; os frutos sdo do tipo baga
subglobosa, de superficie lisa e brilhante, com
coloracdo avermelhado, contendo de 1 a 2
sementes cinzentas envoltas por arilo fino,
carnudo e adocicado. Pode ocorrer deposicdo de
resina na area externa do fruto. Naturalmente, os
frutos servem de alimento para passaros, que
promovem a dispersdo (zoocdrica) (Vieira et al.,
2010). De acordo com Vieira e Carvalho (2008), a
espécie € utilizada em areas de reflorestamento
heterogéneo destinado a recuperacdo da vegetacéo
de areas ciliares degradadas.

P. spruceanum € encontrado além do bioma
Amazbnico, na Mata Atlantica e no dominio
Cerrado principalmente no estado de Goiés.
Alguns estudos apresentam diversidade ecol6gica
nos estados de Minas Gerais, algumas areas dos
estados da Bahia, Mato Grosso do Sul e Séo
Paulo, em éareas de florestas tropicais, de matas
ciliares, em ambientes riparios e em areas de brejo
(Oliveira Filho; Ratter, 1995; Fajardo et al., 2009).
A espécie é aromadtica, com resina oleosa, que
guando encontra o oxigénio do ambiente,
cristaliza no tronco apresentando coloragdo
esbranquicada. A resina apresenta uso fitoterapico
no tratamento dos sintomas da gripe, na analgesia,
como cicatrizante e expectorante, bem como é
utilizada na industria de vernizes, na calafetagem,
e como flavorizante na industria de perfumaria
(Machado et al., 2003).

Os vegetais produzem naturalmente compostos
pertencentes aos  metabolitos  secundérios,
apresentando inUmeras acGes bioldgicas, sendo
amplamente estudados pelas industrias

farmacéutica, agricola e de biotecnologia. Os
metabdlitos secundarios apresentam em inimeros
estudos, importantes atividades com valor
comercial. O estudo fitoquimico preliminar tem
um grande papel para o conhecimento das classes
constituintes nas espécies vegetais, onde apos a
identificagcdo, inicia o processo de extracdo de
determinadas classes de maior interesse (Simdes;
De Almeida, 2015). A resina é um dos compostos
desse metabolismo, apresentando em sua
constitui¢do a a- e PB-amirinas (Rodrigues et al.,
2013), sabineno e B-cariofileno como compostos
majoritarios nos 6leos essenciais das folhas, resina
e galhos (Machado et al., 2003). O extrato
etandlico dos galhos apresenta importante acao
antimicrobiana, testada em 19 isolados de
bactérias patogénicas (Amparo et al., 2018).

Inimeros  extratos  vegetais  apresentam
atividade antioxidante na reducdo de radicais
livres como o oxigénio singleto. Pessuto et al.
(2009) apresentam que, extratos vegetais ricos em
compostos fendlicos demonstram importante
atividade antioxidante, atuando como
sequestradores de radicais livres e como quelantes
de metais. Varios agentes oxidantes agem na
deplecdo de biomoléculas, principalmente no
DNA, podendo desencadear varios tipos de
canceres, bem como estdo envolvidos nas doengas
de Parkinson e Alzheimer (Conde et al., 2017,
Lemes et al., 2017; Zimmermann; Kirsten, 2008).
Conforme Conde et al. (2017) os agentes
antioxidantes podem atuar em  mdaltiplos
mecanismos bioldgicos, em dependéncia do
sistema de reagdo ou fonte de radicais ou oxidante
avaliado.

Outros usos de importancia sobre o estudo de
extratos vegetais € na acdo promotora da inibicdo
do crescimento de fungos, bactérias e virus que
causam sérios problemas tanto nos estudos de
espécies vegetais de uso agricola, como na
producdo de fitofarmacos no tratamento de
doencas fungicas, bacterianas e virais em humanos
e animais. Visto que, varias bactérias ao longo dos
anos vém apresentando resisténcia aos antibidticos
comerciais, como  Staphylococcus  aureus,
Staphylococcus epidermidis e Escherichia coli
(Garcia et al., 2019).

Na busca por novos fitofarmacos ativos, vem
sendo constantemente estudados como proposta de
substituicdo aos farmacos sintéticos de referéncia
que ja ndo estdo apresentando efetiva atividade de
inibicdo. O estudo das espécies vegetais no Brasil,
em especial no dominio Cerrado vem como
proposta, auxiliar no estudo fitoterapico com alto
potencial fitomedicinal encontrado nas indmeras
fitofisionomias desse ambiente natural.

O trabalho teve por objetivo avaliar a
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fitoquimica, fisico-quimica e as atividades
antioxidantes, hemotéxica e antibacteriana do
extrato hidroetandlico da resina de Protium
spruceanum.

MATERIAL E METODOS

A resina foi coletada nas cascas dos troncos e
de raizes descobertas em individuos de P.
spruceanum, com auxilio de uma faca inox. O
material foi mantido em frasco plastico hermético
resfriado em uma embalagem com isolamento
térmico. A coleta foi realizada no més de abril de
2020 em uma area de mata ciliar localizada no
municipio de Rio Verde — GO, Brasil, nas
seguintes coordenadas geograficas: 17°42°59.5”’S
50°53°27.3”°W. A area de coleta apresenta
fitofisionomia de mata ciliar e brejo. A espécie foi
identificada pelo MSc® Bidlogo Antonio Carlos
Pereira de Menezes Filho. Uma exsicata foi
herborizada e depositada no Herbario do
laboratério de Sistematica Vegetal do IF Goiano,
Campus Rio Verde, com o seguinte Voucher HRV
1015.

A resina foi triturada em um processador de
alimentos, obtendo-se assim um po6 fino e
homogéneo. O extrato bruto hidroetandlico foi
obtido via turbdlise na propor¢do de 40 g do p6
para 200 mL de uma solucdo hidroetandlica 70%
(Viv).

O extrato permaneceu em um frasco &mbar em
repouso na geladeira por 24 horas a 4 °C, sem
presenca de luz. ApGs este periodo, o extrato foi
transferido para um frasco Erlenmeyer e
submetido a ondas de ultrassom, em banho de
ultrassom (Eco-Sonics, Mod. Q3,0/40A), por 30
minutos em local ao abrigo da luz. O extrato foi
novamente transferido para o frasco ambar e
armazenado na geladeira a 4 °C por 72 horas. Em
seguida, o extrato bruto foi filtrado em papel de
filtro. O sobrenadante foi concentrado em
rotaevaporador rotativo a pressdo negativa
(Fisatom, Mod. 801), até completa eliminacéo do
alcool etilico. Em seguida, foi congelado a -10 °C
e posteriormente liofilizado. O extrato em pd foi
armazenado em frasco de vidro cor ambar,
identificado e mantido em geladeira a 4 °C até
analises conforme descrito por Oliveira et al.
(2014).

Foram realizadas analises colorimétricas e de
precipitacdo para as classes de compostos
fendlicos, acuUcares redutores, ndo redutores,
taninos, flavonoides, antraquinonas, cumarinas,
acidos organicos, catequinas, esterdides e
triterpenos, saponinas espumidica e hemolitica,
glicosideos cardiotdnicos, duplas olefinicas,
benzaquinonas, naftaquinonas e fenantraquinonas,

alcaloides e depsideos e depsidonas conforme
descrito por Menezes Filho e Castro (2019),
glicosideos cianogénicos, conforme descrito por
Rodrigues et al. (2009), polissacarideos, purinas,
resinas e sesquiterpenolactonas conforme descrito
por Simdes e De Almeida (2015).

Os reagentes utilizados para o0s testes
fitoquimicos foram de grau (P.A — ACS) das
marcas (Synth, Anidrol, Dinamica, Sigma-
Aldrich, Alphatec, Vetec, Inlab, Cromoline, Neon,
Isofar, Proquimicos, Exodo Cientifica, Qhemis,
Quimex, Impex, LS Chemicals).

Os resultados foram comparados com 0 grupo
controle (branco). Para a intensidade da reacéo foi
utilizado teste de cruzes (+) fraco positivo, (++)
moderado positivo e (+++) fortemente positivo, e
(-) negativo (Oliveira et al., 2014). A
determinagdo da atividade hemolitica seguiu
conforme descrito por Ramos et al. (2020). Em
trés tubos Falcon cénicos (Sarstedt) de 50 mL,
foram acrescidos com 5 mL de solucdo fisioldgica
NaCl concentracdo 0,9% (Arboreto) e trés tubos
Falcon cénicos como controle positivo contendo
agua destilada e sangue. O ensaio foi realizado nas
seguintes concentracdes 50; 100; 150; 250; 500;
750; 1000 pg mL? de extrato hidroetanélico da
resina de P. spruceanum. As amostras foram
incubadas em temperatura de 25 °C em banho
ultratermostatizado (Solab, Mod. SL 152-1) por 15
mim. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas (Solab, Mod. SL-700) a 3.000 RPM
durante 20 minutos. Em seguida, o sobrenadante
foi analizado em espectrofotbmetro UV-Vis no
comprimento de ondas em 540 nm em
absorbéncia, utilizando cubeta de quartzo com
campo optico de 1 cm. O percentual hemolitico foi
determinado com o Abs do controle positivo como
100%. O porcentual hemolitico foi determinado
conforme equagdo 3, proposta por Dacie et al.
(1975).

%Hem = (AbSamostra) * 100/ (AbScontrole)

Apb6s o ensaio hemolitico, foram realizadas
imagens microscopicas, utilizando microscopio
optico (Global Optics, Mod. NO215B) com
objetivas planacromatica 4, 10 e 40 X, e camera
acoplada ao microscépio (GX) Full HD 30 FPS.
Uma aliquota de 20 pL mL™* foi adicionado a 150
UL mL* do concentrado de hemécias a 5%. O
tempo foi avaliado em 5 e 10 minutos. Como
controle negativo foi utilizado solugdo de
hemaécias a 5% e solucédo hidroetandlica 70%.

Os parametros organolépticos e fisico-quimicos
para solidos totais e indice de refracdo (Hanna
Instruments, Mod. HI196800), foram
avaliados conforme descrito por Dominguez et al.
(2019), e Lopez et al. (2019). O pH foi
determinado através de um pHmetro digital de
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bancada (Lucadena, Mod. 210-P), com uma
aliquota de 50 mL de extrato bruto. A densidade
relativa foi determinada utilizando um picndmetro
de 1 mL, conforme descrito por Alarcon et al.
(2019). O resultado foi expresso em g mL™* a 20
°C. Uma varredura foi realizada entre os
comprimentos de ondas 200 a 800 nm em
espectrofotometro UV-Vis (Bel Photonics, Mod.
M-51) por absorbancia utilizando cubeta de
quartzo a partir do extrato bruto 1 mL, afim de
descrever as possiveis classes metabdlicas
presentes conforme descrito por Garcia et al.
(2019). O rendimento de extrato seco bruto foi
calculado conforme descrito por Alves et al.
(2011). Calculado a partir da relagdo da massa de
extrato seco por massa da droga vegetal expresso
em percentagem conforme equacdo 1 (Balanga
analitica, Marte, Mod. AW 220).

Rend. (%) = (g Ext Sec/Drog Veg)
* 100 Eq.[1]
Onde:
g Ext Sec = (g) do extrato seco, g Drog Veg = (Q)
droga vegetal.

A atividade redutora do radical livre, foi
determinada utilizando 2’2-difenil-1-picrilhidrazil
(DPPH — P.A - ACS) (Sigma-Aldrich), através do
método descrito por Conde et al. (2019). Em placa
de 96 pocos, uma aliquota de 75 pL mL* de
amostra do extrato, foi adicionada com 150 pL
mL™ de uma solucéo etandlica de DPPH (100 ug
mL™). Em seguida, foi incubado a 25 °C por 60
minutos. Logo apds, a placa foi levada para um
espectrofotdbmetro UV-Vis leitor de microplacas
(Polaris, Mod. EE) no comprimento de ondas em
517 nm. Foi utilizada uma solucdo etandlica de
acido ascorbico (P.A — ACS) (Synth, pureza de
99-100%) como controle positivo para reducdo do
radical DPPH (25 pg mL™). A concentragdo de
inibicdo (Clsg) foi determinada através de
sucessivas concentracOes seriadas da amostra (5 a
1000 pg mL™) através de uma andlise de regressédo
linear. Os resultados foram expressos em
porcentagem de reducdo do radical livre DPPH
pelo extrato bruto da resina de P. spruceanum,
conforme equagéo 2.

% Red.= 22— L 100 Eq.|2
0 e .—T* q[ ]
Onde:
A0 é a solucdo etandlica de DPPH; e AE solucgdo
hidroetandlica do extrato resinoso + solugdo de
DPPH.

Os compostos  fendlicos totais  foram
determinados pelo método de Folin-Ciocalteu
(P.A — ACS) (Sigma-Aldrich, pureza de 98%)

conforme descrito por Fernandez et al. (2017). A
solucdo de Folin-Ciocalteu foi preparada a partir
de 10 mL do reativo, diluido em 100 mL de &gua
destilada. Em seguida, foi preparada uma solucdo
aquosa de carbonado de s6dio anidro (P.A — ACS)
(Dindmica, pureza 98-100%) na concentragéo
7,5% (m/v).

Uma curva padrdo foi preparada com 500 mg
de &cido galico (P.A — ACS) (Dinamica, pureza de
98-100%). Em seguida, foi dissolvido em 20 mL
de &gua destilada. A solucdo foi transferida para
um bal@o volumétrico de 50 mL, completado com
agua destilada. A partir da solugdo estoque, em
baldo volumétrico de 100 mL, aliquotas entre 1 a 5
mL foram transferidas, e em seguida, acrescidas
com &gua destilada. As dilui¢cBes correspondem as
seguintes concentracdes 10, 20, 30, 40 e 50 mg
100 mL* expresso em equivalente ao &cido galico
(EAG).

Em tubos de ensaios, foram adicionados 200 pL
mL do extrato, com 10 mL da solugdo aquosa de
Folin-Ciocalteu e 1,8 mL de agua destilada. A
solugdo foi agitada por 10 segundos em Vortex
(Prolab), e deixada em descanso por 5 minutos em
local protegido da luz. Logo apo6s, foi adicionado 8
mL da solucdo aquosa de carbonado de sddio
7,5%, e em seguida, agitado em Vortex por 1
minuto. As amostras foram mantidas em local
escuro por 1 hora. Em seguida, foi realizada a
leitura em espectrofotdbmetro UV-Vis (Bel
Photonics, Mod. M-51) no comprimento de ondas
em 765 nm. O mesmo foi realizado para as
soluges da curva padréo.

A atividade antibacteriana foi realizada
conforme descrito por Fernandez et al. (2017).
Foram utilizadas culturas de bactérias dos géneros
Staphylococcus aureus ATCC 9891, Salmonella
sorovar Typhimurium ATCC 14028, Salmonella
sorovar Enteritidis ATCC 13076 e Escherichia
coli ATCC 8739. As bactérias foram doadas pelo
banco genético de microorganismos da
Universidade Federal de Goids — UFG, Campus
Samambaia, Goiania, Goias, Brasil. Inicialmente
colbnias foram suspendidas em 50 mL de uma
solucdo aquosa de caldo peptona bacterioldgica
(PB — Kasvi) em frasco Erlenmeyer 125 mL
esterilizado. E logo em seguida, incubado a 36 °C,
por 48 horas (SolidSteel, Mod. SSD). Apo6s fase
de crescimento, aliquotas de 5 mL foram coletadas
e distribuidas em placas de Petri contendo meio
Agar Contagem de Placas (ACP - Kasvi)
esterilizado, e homogeneizadas com auxilio de
uma alca de Drigalski ap6s flambagem. As placas
foram incubadas a 36 °C por 24 horas.

Foram selecionadas cinco colonias coletadas
com uma alca de platina flambada, e transferiu-se
para Erlenmeyers de 125 mL contendo 50 mL de
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caldo peptona bacteriolégica, em seguida foram
incubados entre 35 a 37 °C por 24 a 36 horas em
incubadora com agitagcdo orbital a 100 rpm, até
obter turbidez adequada conforme a escala 0.5 de
McFarland. Apds determinagdo da turbidez ideal,
entre 1 a 2 x 108 UFC mL* uma aliquota de 5 mL
foi coletada e transferida para placas de Petri
contendo meio ACP. Em seguida, a solugéo foi
homogeneizada com alca de Drigalski apos
flambagem.

A avaliacdo da atividade antimicrobiana foi
realizada através do método de difusdo em pocos.
Na placa de Petri foram realizados pequenos
pogos com 9 mm de diametro na superficie do
meio. Em cada placa foram realizados 4 pocos,
onde foi aplicado 100 pL mL™ para o 1° pogo:
Ciprofloxacina 500 mg (La Santé), como controle
positivo, no 2° pog¢o: Azitromicina 500 mg
(Eurofarma), como controle positivo, no 3° poco:
agua destilada estéril como controle negativo, e no
4° poco: extrato hidroetanolico da resina de P.
spruceanum na concentragdo de 20% (m/v). Os
controles positivos foram diluidos em 50 mL de
agua destilada estéril na seguinte concentragao
(500 mg 100 mL1),

Apos a aplicacéo, as placas foram mantidas por
30 minutos em camara de fluxo laminar a 25 °C, e
em seguida incubadas a 37 °C por 24 a 36 horas.
Apé6s este periodo, a leitura foi realizada
utilizando paquimetro digital (Digimess, Mod.
100.174NL, resolugdo de 0,01 mm/.0005” com
erro de 0,001 mm), e o didmetro do halo da zona
de inibi¢do determinado, considerando o didmetro
do orificio.

Todos os ensaios foram realizados em triplicata,
seguido de * desvio padrdo. O software estatistico
utilizado foi o PAST 3 (verséo livre, 2019).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A resina de P. spruceanum foi coletada em 10
individuos, apresentando coloracdo natural branca,
sendo produzida nas raizes, tronco e galhos,

exalando aroma natural no ambiente circundante
aos individuos na area de mata de galeria natural,
sendo esta, caracteristica da presenca desta
espécie. Os individuos de P. spruceanum
coletados neste estudo no més de abril,
coincidiram com o periodo de frutificacdo para
este ambiente de Cerrado goiano. J& Vieira e
Carvalho (2008) descrevem o periodo de
frutificacdo entre outubro a marco para P.
spruceanum. No estudo de Vieira et al. (2010) os
pesquisadores discutem sobre o pico de
frutificagdo ser no més de novembro coincidindo
com o periodo chuvoso, que aumenta a taxa de
germinagéo.

Na figura 1, est4 apresentado um individuo de
P. spruceanum, com produgdo do exsudato (resi-
na) em uma raiz descoberta em ambiente de Cer-
rado natural.

A

Figura 1 - (A) Raiz descoberta naturalmente de P.
spruceanum com exsudato (resina) em cor branca.

A partir do periodo chuvoso foram obtidas
guantidades significativas de resina cerca de 35 g
através do processo de escarificagdo, sendo cole-
tada a partir das raizes descobertas (Figura 1), e
dos troncos. Entretanto, a resina pode ser coletada
em qualquer periodo do ano, principalmente na
época de chuva, onde o vegetal produz maior con-
telido de exsudato (Figura 1).

Na tabela 1, estdo apresentados os parametros
fisico-quimicos e bioativos a partir do extrato
hidroetandlico da resina de P. spruceanum.

Tabela 1 - Caracteristicas fisico-quimicas e bioativas do extrato hidroetanélico da resina de P. spruceanum.

Parametros

EHR*

Caracteristicas organolépticas

Sélidos solaveis (%)

indice de refracio

pH

Densidade relativa (g mL™) 20 °C

DPPH Clso (ug mL™?)

Compostos fenélicos totais (mg EAG 100 g?)
Rendimento de extrato seco (%)

Liquido marrom cristalino, aromético resinoso, limpido,

nao oleoso ao tato.

1,15+ 0,06
1,584 + 0,08
5,63 +0,01

0,9517 £ 0,01

275,14 + 0,13
9,96 + 0,13
6,61 +0,19

*EHR = Extrato hidroetandlico da resina de P. spruceanum.
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As caracteristicas organolépticas para o extrato
bruto hidroetandlico apresentou-se como um li-
quido marrom cristalino, aromatico resinoso, lim-
pido, ndo oleoso ao tato. O conteudo de sélidos
soluveis totais foi de 1,15% (Tabela 1). Os sélidos
solUveis totais representam o contetdo de material
organico volatil e inorganico da solucdo de extra-
to. Outros estudos avaliando extratos, em diversas
espécies vegetais, como no estudo de Lopez et al.
(2019) os pesquisadores encontraram resultado
para solidos totais de 1,03% para 100 mL do ex-
trato aquoso da semente de Swietenia humilis.

O extrato de P. spruceanum demonstrou ser
fracamente &cido com pH de 5,63 (Tabela 1). O
pH varia conforme o extrato vegetal de inumeras
plantas. Dominguez et al. (2019) encontraram pH
de 6,19 para o extrato etanolico das folhas, e de
6,33 para o extrato dos bulbos de Allium schoeno-
prasum. O pH levemente &cido em extratos, pode
estar relacionado a classe de compostos de nature-
za fenolica (Dominguez et al., 2019). O extrato
hidroetandlico da resina de P. spruceanum apre-
sentou densidade relativa de 0,9517 g mL™* con-
forme observa-se na (Tabela 1). O extrato apresen-
tou efetiva e especial atividade antioxidante na
reducdo do radical livre DPPH, com Clsy de
275,14 ug mL* (Tabela 1).

Em varios estudos, é possivel verificar que ex-
tratos vegetais apresentam bons resultados antio-
xidantes na reducdo do radical livre, inclusive
através do modelo DPPH amplamente avaliado.
Comparando com outros extratos vegetais, Conde
et al. (2019), avaliaram o extrato etandlico de pi-
mentdo (Capsicum annum), onde os pesquisadores
obtiveram atividade antioxidante com Clso de
343,00 pg mL* na reducéo do radical DPPH. Os
compostos fendlicos totais foram de 9,96 mg EAG
100 g de resina (Tabela 1). O contetdo de fenodli-
cos totais na resina é considerado baixo, em com-
paragdo com os extratos das folhas e galhos como
avaliado por Amparo (2016), onde o pesquisador
encontrou para os extratos etandlicos das folhas e
galhos de P. spruceanum resultados de 74,31 e de
103,06 mg EAG 100 g™

O rendimento encontrado para o extrato hidroe-
tanolico da resina de P. spruceanum foi de 6,61%
para a resina dos galhos e das raizes descobertas
(Tabela 1). Amparo (2016) encontrou rendimento
de 16,03% para o0 extrato bruto etandlico das fo-
Ihas e para os galhos de 9,60% para P. sprucea-
num. Conforme Sultana et al. (2009), a diferenga
de rendimento entre os diversos 6rgdos de um
vegetal se deve a sua disponibilidade resultante da
variedade da composicdo quimica no vegetal, bem
como a época de coleta do material bioldgico.

Na tabela 2, estdo apresentados os resultados
para fitoquimica a partir do extrato hidroetanolico

da resina de P. spruceanum.

Foi observada uma grande quantidade de com-
postos do metabolismo secundario a partir do ex-
trato hidroetandlico da resina de P. spruceanum,
com resultados positivos.

As provas de reacdo para 0s ensaios fitoquimi-
cos realizados no extrato hidroetandlico de P.
spruceanum, apresentaram resultados positivos
para compostos fenolicos, corroborando com o
ensaio de compostos fendlicos totais por reativo
de Folin-Ciocalteau realizado conforme descrito
na (Tabela 1), além deste, foram observados resul-
tados positivos para agucares redutores, taninos,
flavonoides, antraquinonas, cumarinas, &cidos
organicos, catequinas, esterdides e triterpenos,
saponinas hemoliticas, esta, corroborando com o
ensaio hemolitico em suspensdo de hemacias (Fi-
gura 2), para glicosideos cardiacos e cianogénicos,
duplas olefinicas, benzoquinonas, naftoquinonas e
fenantraquinonas, alcaloides, depsideos e depsido-
nas, purinas, resinas e sesquiterpenolactonas con-
forme apresentado na (Tabela 2). A triagem fito-
quimica demonstrou que o extrato hidroetandlico
da resina apresenta inimeros compostos, em espe-
cial, e de grande importancia principalmente para
a farmacologia.

Tabela 2 - Prospeccao fitoquimica do extrato hi-
droetandlico da resina de P. spruceanum coletados
em area de Cerrado em Rio Verde — Goias, Brasil.

Metabdlitos Resultados
Compostos fendlicos +++
Acucares redutores ++
Acucares ndo redutores -
Taninos vd
Flavonoides +++
Antraquinonas ++
Cumarinas +
Acidos organicos ++
Catequinas ++
Esteroides e triterpenos +++
Saponins espumidica -
Saponina hemolitica +++
Glicosideos cardiacos +++
Glicosideos cianogénicos ++
Duplas olefinas +++
Benzaquinonas, naftaquinonas e fenan- ++
traquinonas

Alcaloides +++
Depsideos e depsidonas +++
Polissacarideos -
Purinas +++
Resinas +++
Sesquiterpenolactonas ++

(+++) fortemente positivo, (++) moderadamente positivo, (+)
fracamente positivo, (-) negativo. (Vd) taninos catéquicos e (Az)

taninos condensados.
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Amparo (2016) encontrou para o0 extrato bruto
das folhas e galhos de P. spruceanum as seguintes
classes de compostos secundarios: cumarinas,
flavonoides, taninos, terpenoides e acidos graxos.
Estudos fitoquimicos preliminares para o género
Protium, ja demonstraram a presenca de compos-
tos esteroidais, terpenos (mono- e triterpenos),
cumarinas, ligninas, fenilpropanoides e flavonoi-
des (Magalhdes et al., 2006; Adfa et al., 2013).
Para a espécie de P. spruceanum através das anali-

76,12 72,51

)
o

ses em CG-EM e HPLC a partir da analise do
extrato dos galhos, foram observados alguns éste-
res de acidos graxos, terpenos, flavonoides e tani-
nos no estudo realizado por Amparo et al. (2018),
corroborando com os resultados apresentados
neste estudo.

Na figura 2, estd apresentada a porcentagem
hemolitica do extrato hidroetandlico 70% da resi-
na extraida das cascas do tronco e raiz de P. spru-
ceanum.

61,11

67,48
70
60
50
40
30
20
10

| I58 | |

Percentual de hemolose (%)

o

1000 pg mL 750 pg mL 500 pg mL

250 pgmL 100 pg mL 50 pg mL

Conc. pg mL de extrato resinoso

Figura 2 - Percentual hemolitico do extrato resinoso hidroetandlico 70% de P. spruceanum em diferentes

concentragdes expressos em pg mL™.,

Conforme se observa na figura 2, o extrato resi-
noso de P. spruceanum apresenta atividade hemo-
litica considerada alta em todas as concentragdes
entre 76 a 56%. Devido a falta de dados para cu-
nho comparativo no género Protium, os resultados
deste estudo, foi comparado com outros extratos,
como nos estudos de Sousa et al. (2018), onde 0s
pesquisadores observaram atividade hemolitica de
63,88% na maior concentragdo de 400 pg mL*?
para o extrato hidroetandlico 70% das cascas do

caule de Ziziphus joazeiro. Conforme Nofiani et
al. (2011), e Ramos et al. (2020), processos hemo-
liticos acima de 40% séo considerados altos e
inferior a esse valor, considerado baixo.

Na figura 3, estdo apresentadas micrografias
Opticas do processo de hemolise do tecido hema-
topoiético em suspendido de eritrocitos humanos a
5% apods o periodo de 5 e 10 minutos da adminis-
tracdo do extrato hidroetanolico da resina de P.

spruceanum.

Fonte: Pesquisa, (2020).

Figura 3 — Micrografia dptica da suspengdo de eritrocitos humanos a 5% (v/v) em solugdo salina a 0,85%
(m/v). Em (A) concentrado de eritrécitos normociticos. Em (B) tempo de 5 minutos apds adicdo de 20 pL
mL de extrato resinoso de P. spruceanum. Em (C) tempo de 10 minutos apés adicdo de 20 yuL mL™ de ex-

trato resinoso de P. spruceanum.
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Como observado na tabela 2, ndo foram obser-
vados a presenga de saponinas espumidicas, entre-
tanto, foram observadas também a presenca de
saponinas hemoliticas conforme se observa na
(Figura 3). A acdo eritrocitaria ocorreu entre 5 a
10 minutos, onde com 10 minutos houve completa
hemolise com liberacdo de hemoglobina no meio
extracelular dos eritrocitos. A concentracdo em-
pregada neste estudo demonstrou apresentar toxi-
cidade no tecido hematopoiético. Conforme Souza
et al. (2018), a interagdo das moléculas com carac-
teristicas hemoliticas do extrato, que ocorre com
0s esterdis constituintes da membrana do eritroci-
to, leva a formacdo de poros na membrana, cau-
sando a hemolise figura 3 (B) 5 minutos e em (C)
10 minutos.

Posteriormente foi realizada uma varredura por
espectrofotometria no UV-Vis para o extrato bruto
hidroetandlico da resina de P. spruceanum entre
0s comprimentos de ondas de 300 a 800 nm, como
pode ser observado no (Figura 1).

1,0

Observam-se no Gréafico 1, bandas nas faixas
entre 365 a 424 nm caracteristicas de absorcéo de
fendis e cumarinas, em 434 a 462 nm, e entre 467
a 503 nm caracteristicas da absorc¢éo para compos-
tos flavonolicos.

A partir dos resultados anteriores de fitoquimi-
ca observados na tabela 2, é possivel sugerir atra-
vés do espectro de varredura entre 800 a 300 nm
por absorbancia, a presenca de compostos do tipo
fendlicos, cumarinicos e flavonolicos (Figura 1).
Inimeros trabalhos avaliam por espectroscopia no
UV-Vis a través de varreduras sendo possivel pre-
sumir a presenca de determinadas classes fitoqui-
micas. Outros trabalhos aplicando esta técnica
foram descritas por Garcia et al. (2019) onde tam-
bém encontraram bandas entre 200 a 300 nm cor-
respondente a classe de compostos fendlicos e
entre 400 a 500 nm para compostos flavonélicos,
avaliando as fracOes e o extrato aquoso de Ana-
cardium occidentale.

Protivum spmceanum‘

0,8-
0,6-

0,4

Absorbancia

0,2-

0,0

300 400 500

600 700 800

Comprimento de onda (nm)

Figura 1 - Espectro de varredura do extrato bruto hidroetanélico de P. spruceanum. Fonte: Propria (2020).

Souza et al. (2018) avaliaram o fruto de Bacte-
ris gasipaes (pupunha) onde encontraram compos-
tos flavondlicos no extrato etandlico da casca com
duas bandas entre 260 e 290 nm e em 400 e 490
nm. Ja Fuentes et al. (2017), os pesquisadores
analisaram por espectroscopia UV-Vis para 0s
extratos da folha, galhos e raizes de Macroptilium
lathyroides onde encontraram bandas em 375,
384, 386, 390 e 392 nm que evidenciam a presen-
ca de compostos cumarinicos, e em 207 nm para

alcal6ides. Conforme Bobin et al. (1994), os fla-
vonoides apresentam duas bandas no espectro de
absorcdo UV-Vis em 240 a 280 e 300 a 550 nm

Na Tabela 3 estdo apresentados os resultados da
atividade de inibicdo observados pela formacéo de
halo de antibiose para S. aureus, S. sorovar
Typhimurium, S. sorovar Enteritidis e E. coli so-
bre o extrato hidroetandlico da resina de P. spru-
ceanum e comparados aos controles positivos e
negativo.
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Tabela 3 - Atividade antibacteriana avaliada pela formacéo de halo de antibiose expresso em (mm) para o
extrato de P. spruceanum 20% (m/v) frente a S. aureus, S. Typhimurium, S. Enteritidis e E. coli.

Microrganismos Diametro do halo (mm)

S. aureus 19,13 +£ 0,06 mm
S. Typhimurium 14,07 £ 0,12 mm
S. Enteritidis 17,51 £ 0,04 mm

E. coli 9,18 £ 0,08 mm
*Ciprofloxacina 29+0,03/27+£0,08/30+0,09/29 £0,12 mm
*Azitromicina 27+0,12/31+0,06/29+0,09/28 +£0,11 mm
Agua +

*Antibidticos de referéncia na dosagem de 500 mg mL, como controles positivos. Os respectivos resultados séo apresentados em mé-
dias a partir de trés repeticdes expressos em (mm) seguidos de (+) desvio padrdo. Cada (/) representa a média do halo de antibiose para
cada cepa bacteriana referente ao extrato de P. spruceanum e respectivos controles positivos (antibiéticos de referéncia). Controle nega-

tivo &gua (+) para crescimento de todos os isolados bacterianos.
Fonte: Pesquisa (2020).

Conforme se observa na tabela 3, o extrato hi-
droetandlico da resina de P. spruceanum apresen-
tou boa e especial eficiéncia de inibicdo atraves do
ensaio de antibiose para S. aureus, S. Typhimuri-
um e S. Enteritidis com halos superiores a 10 mm.
Ja para E. coli, o isolado bacteriano apresentou
baixa sensibilidade ao extrato, apresentando resul-
tado inferior a 10 mm. Possivelmente 0s compos-
tos agindo por sinergismo ndo possuem eficiéncia
com alta eficacia para inibir o crescimento desta
cepa resistente.

No estudo desenvolvido por Amparo et al.
(2018), onde avaliaram o extrato etandlico dos
galhos de P. spruceanum, os pesquisadores obtive-
ram importante atividade antibacteriana para S.
aureus e S. aureus MRSA, Staphylococcus sapro-
phyticus, Enterococcus faecalis e S. Enteritidis.
Em outro estudo realizado também por Amparo
(2016), o pesquisador encontrou atividade de ini-
bicdo para o extrato bruto das folhas e galhos de
P. spruceanum, avaliando isolados de S. aureus
com halo de inibicéo igual a 18,52 e 18,89; 18,52
e 18,89; e de 21,03 e 21,65 mm e para E. coli de
10,52; 10,17 e de 10,08 mm respectivamente,
superiores aos resultados deste estudo. J& para a
cepa de S. Typhimurium com inibicdo de 10,12 e
de 10,67 mm, e para S. Enteritidis de 11,11 e de
13,50 mm, os resultados foram inferiores ao teste
de antibiograma deste estudo, que demonstraram
maior sensibilidade pelo extrato hidroetandlico da
resina dos galhos e raizes.

Outra espécie do género Protium, o Protium
heptaphyllum apresentou em estudo, atividade
antimicrobiana para fungos dos géneros Candida,
isolado C. krusei e para Cryptococcus, isolado C.
neoformans e para a bactéria do género Staphylo-
coccus, isolado de S. aureus através do extrato
etandlico da casca da mesma espécie vegetal (Vio-
lante et al., 2012). J& no estudo de Suérez et al.
(2007), os investigadores avaliaram a espécie Pro-
tium neglectum endémica na Venezuela, onde o

6leo essencial extraido da resina apresentou ativi-
dade bactericida para cepas de Bacillus subtillis e
S. aureus.

De acordo com Matikainen et al. (2015), Wang
et al. (2015), Alves et al. (2014), Aderogba et al.
(2013) e Johann et al. (2007), a excepcional ativi-
dade antimicrobiana apresentada para P. sprucea-
num, esta relacionada aos compostos linoleato de
metila, amirina, catequina, procianidina e querce-
tina.

Comparando com outros extratos vegetais na li-
teratura, Fuentes et al. (2017) encontraram excep-
cional atividade antibacteriana em extratos a 20%
das folhas, galhos e raizes de M. lathyroides. Os
pesquisadores observaram halos de inibi¢éo de 8 e
11 mm S. aureus e de 8 e 14 mm para E. coli nos
extratos das folhas (tintura e seca), e de 8 a 10 S.
aureus e de 9 e 11 mm para E. coli mm nos extra-
tos dos galhos (tintura e seca), e de 8 a 11mm S.
aureus e de 8 e 15 mm E. coli para os extratos das
raizes (tintura e seca). N&o foi observada inibi¢do
para o isolado de Pseudomonas aeruginosa em
nenhum dos extratos avaliados pelos pesquisado-
res. Como controle positivo foi utilizado cipro-
floxacina e gentamicina com inibigcdo de 24, 27 e
14 mm para S. aureus, E. coli e P. aeruginosa.

CONCLUSOES

O extrato hidroetanélico da resina extraida das
raizes descobertas e do tronco de individuos de
Protium spruceanum apresentam importantes
resultados, tanto para as avaliagGes fitoquimicas,
fisico-quimicas em especial para atividade
antioxidante na reducdo do modelo de radical livre
DPPH, bem como, no ensaio de antibiograma
realizado para as quatro estirpes bacterianas
resistentes a antibioticos.

Trabalhos futuros deverdo ser realizados
avaliando as mesmas caracteristicas, bem como
determinar a capacidade de inibicdo minima
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(CIM) das bactérias, e testar sobre alguns isolados
fungicos que causam sérios problemas de saude
publica como o género Candida, bem como, cepas
fitopatologicas que causam perdas agricolas
anualmente em plantac6es pelo mundo.
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