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RESUMO

O presente trabalho teve como proposta avaliar a capacidade antioxidante e hemolitica do extrato aquoso
das folhas de Chrysobalanus icaco Linnaeus (EAFCIi) por meio dos métodos de sequestro de radicais DPPH
e ABTS, investigacdo da capacidade antioxidante total (AAT), atividade bactericida e avaliacdo da
atividade hemolitica em eritrocitos humanos. O extrato reduziu 50% do DPPH inicial, superando o ICs nas
menores concentraces. A AAT pelo ensaio do fosfomolibdénio demonstrou que a concentragdo necessaria
para reduzir 50% do reagente foi semelhante ao acido ascorbico. Foi possivel identificar boa atividade
antioxidante pelo método de sequestro do radical ABTS, bem como agdo antimicrobiana. O EAFCi ndo
apresentou acdo hemolitica nas concentracdes testadas. Com base nesses dados podemos concluir que o
EAFCi ndo possui citotoxicidade e apresenta atividade antioxidante, despontando como uma alternativa
promissora no tratamento de doengas relacionadas ao estresse oxidativo.

Palavras-chave: Antioxidante; Eritrocitos humanos; Plantas medicinais; Produtos naturais; Sadde Publica.

ABSTRACT

The purpose of this work was to evaluate the antioxidant and hemolytic capacity of the aqueous extract of
the leaves of Chrysobalanus icaco Linnaeus (EAFCIi) by using the DPPH and ABTS radical scavenging
methods, by investigating the total antioxidant capacity (AAT), bactericidal activity and the evaluation of
the hemolytic activity in human erythrocytes. The extract reduced 50% of the initial DPPH, surpassing the
ICso in the lowest concentrations. AAT by phosphomolybdenum assay showed that the concentration
required to reduce 50% of the reagent was similar to ascorbic acid. It was possible to identify good
antioxidant activity by the ABTS radical scavenging method, as well as antimicrobial action. EAFCi did
not show hemolytic action at the tested concentrations. Based on these data, we can conclude that EAFCi
does not have cytotoxicity and presents antioxidant activity, depicting as a promising alternative in the
treatment of diseases related to oxidative stress.

Keywords: Antioxidant; Human erythrocytes; Medicinal plants; Natural products; Public health.
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INTRODUCAO

A investigacdo de plantas com potencial medicinal oferece uma abordagem
promissora para o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos, uma vez que a
biodiversidade brasileira tem sido uma fonte rica e diversificada de compostos
biologicamente ativos (Linhares et al., 2022). Ao longo dos séculos, as civiliza¢des
tradicionais tém se beneficiado dos extratos vegetais devido as suas propriedades
antioxidantes, hemoliticas e antimicrobianas, e a ciéncia moderna continua a explorar
esse vasto tesouro de recursos naturais (Silva et al., 2016; Sette-de-Souza et al., 2023;
Sette-de-Souza et al., 2021; Silva et al., 2018; Macedo-Costa et al., 2014; Macedo-Costa
et al., 2017; Sette-de-Souza et al., 2014; Sette-de-Souza et al., 2020a; Sette-de-Souza et
al., 2020b).

Essa investigagdo pode abrir novas portas para o desenvolvimento de
medicamentos mais eficazes e seguros, bem como fornecer subsidios para a conservacao
da biodiversidade e o aproveitamento sustentavel das plantas com propriedades
medicinais (Dutra, 2016). Baseado nisso e na crescente ameaca da resisténcia bacteriana
aos antibidticos tradicionais, a ciéncia tem procurado suprir uma demanda urgente por
novas estratégias no combate as infeccbes microbianas (Larsson, 2022). Nesse cenario, 0
estudo de plantas com potencial de atividade antibacteriana tem-se tornado uma area de
pesquisa de relevancia conhecida (Dutra, 2016). Dentre as inUmeras especies vegetais
estudadas, destaca-se a Chrysobalanus icaco Linnaeus, uma planta conhecida por suas
propriedades medicinais e potencial terapéutico contra diversas condi¢des patologicas
(Barbosa, 2013; Venancio, 2016; White, 2016).

Para além disso, produtos naturais com atividades antioxidantes tém despertado o
interesse atual da ciéncia, pois, nos sistemas bioldgicos, o estresse oxidativo é
consequéncia de um aumento das quantidades de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs)
em relacdo as defesas antioxidantes celulares (Andrade et al., 2010). As EROs podem
causar diversos efeitos prejudiciais ao organismo, como a peroxidacdo dos lipidios de
membrana e agressao as proteinas dos tecidos e das membranas, as enzimas, carboidratos
e DNA (Barreiros et al., 2006).

A C. icaco L. é utilizada na medicina popular de diferentes maneiras para o
tratamento de diversas patologias como diabetes, diarreia e inflamacdo (Oliveira et al.,

2014). Estudos farmacoldgicos do extrato aquoso das folhas demonstraram propriedades
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hipoglicemiantes, anti-inflamatérias e auxiliadoras no emagrecimento (White et al.,
2016).

Estudos fitoquimicos sobre o extrato aquoso da planta C. icaco L. apontam a
presenca de flavonoides como a mirecetina e a quercetina (Oliveira et al., 2014; Ribeiro
etal., 2020). Diversas plantas sdo ricas em moléculas que contém nucleos fendlicos, como
flavonoides e acidos fendlicos, além de alcaloides e taninos, substancias que se destacam
como antioxidantes pela sua capacidade de sequestrar radicais livres e exercer atividade
antibacteriana (Nascimento Junior, 2016). Assim, na tentativa de encontrar novos
vegetais com esse espectro amplo de acdo, o objetivo deste estudo foi investigar a
capacidade antibacteriana, antioxidante e citotdxica, in vitro, do extrato aquoso das folhas
de C. icaco (EAFCi) com a expectativa futura de que os resultados deste trabalho possam
contribuir para o desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas potencialmente

efetivas em reduzir o estresse oxidativo.
MATERIAL E METODOS
Material vegetal

O material boténico foi coletado no municipio de Itamaraca
(7°46'39,29"S/34°50'4,27"0), estado de Pernambuco, Brasil. Uma amostra da espécie foi
identificada pela Dra. Leidiana Lima, e um exemplar de C. icaco L. foi depositado no
herbario da Universidade Federal Rural de Pernambuco com nimero de referéncia 83131.
O acesso ao uso da planta para fins de pesquisa foi autorizado pelo Conselho de Gestao
do Patrimonio Genético - Sistema Nacional de Gestdo do Patrimonio Genético e do
Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN - n® A7AO0B4E).

Para obtencdo do extrato aquoso, as folhas foram secas em estufa a 40 °C e
trituradas. Em seguida, o p6 (50 g) foi submetido a extracdo em agua destilada (1000 mL)
a 100 °C durante 15 min. Apos este periodo, o extrato foi filtrado, concentrado em
evaporador rotativo sob presséo reduzida e seco em liofilizador. O protocolo foi repetido
até se obter uma quantidade suficiente para realizacdo do protocolo experimental. O
extrato aquoso foi denominado EAFCIi, armazenado a 4 °C e solubilizado em solu¢éo
salina nas concentracGes desejadas minutos antes da realizacdo dos experimentos.

Caracterizacao fitoquimica

Cromatografia em Camada Delgada
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A andlise do perfil fitoquimico foi realizada por Cromatografia em Camada
Delgada (CCD). EAFCi foi pesado e ressuspendido em solventes para se obter uma
concentragéo final de 5 mg/mL. O sistema de solventes utilizado foi Hex/AcOEt/MeOH
(3:5:2) viviv. Apds o desenvolvimento do sistema de solventes, as placas foram secas e
pulverizadas com os reveladores especificos para a identificacdo dos compostos
metabdlicos: Dragendorff's (alcaloides), Liebermann-Burchad (terpenos e esteroides),
cloreto de aluminio (flavonoides), cloreto férrico (taninos) e hidréxido de potéssio
(cumarinas e antraquinonas). Como desenvolvedores universais, anisaldeido e sulfato
cérico foram utilizados. Os cromatogramas foram examinados sob luz ultravioleta (254 e

365 nm) e pulverizados com reagente revelador para visualizar os compostos separados.
Quantificacdo de Metabolitos Especializados

A determinac&o do teor de polifenois totais foi realizada pelo método de Chandra e
Mejia (2004). Em 1 mL da solucéo aquosa do extrato adicionou-se 1 mL do reagente de
Folin-Ciocalteau 1N, e esta mistura permaneceu em repouso por 2 minutos. Em seguida,
adicionou-se 2 mL de uma solucdo aquosa de Na,COsz a 20% (p/v), e a mistura
permaneceu em repouso por mais 10 min. Em seguida, foi realizada a leitura da
absorbancia a 757 nm em espectrofotdometro (Shimadzu® UV mini — 1240) contra um
branco composto por agua destilada, reagente de Folin-Ciocalteau e solucdo a 20% de
Na,COzs. A obtencdo da curva analitica foi obtida a partir de uma solugédo padréo de 100
pg/mL de &cido gélico. A concentracdo de polifenois foi expressa em micrograma por
miligramas de extrato equivalentes de acido galico.

A determinacdo do conteudo de flavonoides totais seguiu 0 método de Meda et al.
(2005). A5 mL de cada solucao (em metanol) do extrato foi adicionado o mesmo volume
de uma solucdo (em metanol) de AICIz a 2% (p/v). A mistura permaneceu em repouso
por 10 min antes da leitura da absorbancia a 415 nm contra um branco composto pela
solucéo de AICIs. A curva de calibragdo foi obtida a partir de uma solugdo padréo a 100
pg/mL de quercetina em metanol. A concentracdo de flavonoides foi expressa em
micrograma por miligramas de extrato equivalentes de quercetina.

Atividade antioxidante

Avaliacéo da Atividade antioxidante pelo método DPPH

A atividade antioxidante in vitro de EAFCi foi avaliada pelo método via doacao de

hidrogénio usando o radical livre estavel 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH). Todo ensaio

289



foi avaliado em triplicata e a atividade de inibi¢do foi calculada em porcentagem de
reducdo do DPPH. A substancia padréo utilizada foi similar a vitamina C (Trolox®). A
porcentagem de inibicdo (1%) foi calculada pela seguinte equagéo: 1% = [(Ac-As) / (Ac)]
x 100, onde Ac € a absorbancia do controle e As é a absorbancia da amostra (BLOIS,
1958).

Avaliacdo da Atividade antioxidante pelo método ABTS

A atividade de eliminacéo de radicais ABTS foi medida de acordo com Re et al.
(1999). O radical 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfoénico) (ABTS) foi
obtido pela reacdo de 5 mL de solugdo de ABTS 7 mM com 88 pL de persulfato de
potéssio 140 mM. A absorbancia das solugdes foi tomada a 734 nm. A percentagem de
inibicdo do radical ABTS foi calculada usando a equacao {[(Abs controle - Abs amostra)
/ Abs controle] x 100}. O Trolox® foi utilizado como padréo e a capacidade antioxidante
equivalente ao trolox (TEAC) foi expressa em uM trolox / g de extrato.

Investigacdo da Capacidade Antioxidante Total (AAT)

A capacidade antioxidante total do extrato aquoso das folhas de C. icaco foi
avaliada pelo método espectrofotométrico atraves do fosfomolibidénio, determinando a
reducdo de Mo** para Mo®*, com subsequente formacao de fosfato de Mo®*, com absorgao
méaxima em 695 nm (Aguilar; Pineda; Prieto; 2013). O &cido ascorbico (AA) foi utilizado
como substancia padrdo. A ATT foi expressa em porcentagem através da equacdo: AAT
(%) = [(Ab — Ab x 100) / (Aa — Ab)], onde AAT ¢ a absorbancia na presenca do extrato,
Ab é absorbancia do controle (branco: sem extrato) e Aa € absorbancia do &cido

ascorbico.
Avaliacéo da Atividade hemolitica em eritrocitos humanos

As hemacias humanas do sangue periférico foram obtidas de voluntarios saudaveis
e serviram como modelo para avaliar a atividade hemolitica. Os eritrdcitos foram lavados
trés vezes em solucdo salina (NaCl 0,9 %, p/v) e centrifugados (2500 rpm /5 min). O
sobrenadante foi descartado e os eritrocitos ressuspensos em solucdo de NaCl 0,9 % para
se obter uma suspensao de eritrocitos a 0,5 % (p/v). Este ensaio foi realizado em tubo de
ensaio: foram distribuidos 5 mL da solucdo de hemécias a 0,5 % (controle negativo) e 4
mL e 975uL de agua destilada + 25 pl de hemécias no controle positivo. Em seguida, foi

pipetada a amostra no volume correspondente a cada concentracéo teste (60 pL, 120uL,
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240uL, 480uL, 960uL, 1920uL, 3840uL) previamente definida pela férmula C1 x V1=
C2 x V2. Apos incubacéo por 1 h, a temperatura ambiente, o sobrenadante foi transferido
para uma placa de 96 pocos e a absorbancia medida em um leitor de microplacas no
comprimento de onda de 540 nm. Todo protocolo experimental foi realizado ap6s
aprovacao pelo Comite de Etica em Pesquisa do Centro Universitario Integrado de Sadde
Amaury de Medeiros - CISAM/UPE, sob nimero de parecer 4.287.742,

Atividade antimicrobiana

Os micro-organismos utilizados neste estudo foram cepas padréo de Streptococcus
mutans (ATCC 700610), Enterococcus faecalis (ATCC 29212) e Candida albicans
(ATCC MYA-2876). Os microrganismos congelados em glicerol e BHI (Brain Heart
Infusion) foram lentamente descongelados até temperatura ambiente e ativados atraves
da adicéo de 20 uL do pool de microrganismos em 1 mL de caldo BHI, sendo incubado
a37+1 °C durante 24 h. Apos esse periodo, 10 pL do crescimento de cada microrganismo
foi semeado por esgotamento em uma placa de Petri contendo agar BHI, sendo novamente
incubado a 37 + 1 °C durante 24 h.

Para a padronizacdo dos inoculos, seguiu-se 0 metodo preconizado pelo Clinical
and Laboratory Standards Institute - CLSI (2017). Em tubos de 5 mL de solu¢éo salina
estéril a 0,9 %, suspendeu-se UFC (unidades formadoras de coldnia). A suspensdo
microbiana foi, entdo, ajustada em espectrofotdbmetro com comprimento de onda de 625
nm ao equivalente a 106 UFC/mL para S. mutans e E. faecalis, enquanto para C. albicans,
o comprimento de onda foi de 530 nm, equivalente a 2,5 x 10° UFC/mL. Entéo, para cada
cepa estudada, 100 pL das amostras (previamente diluidas em agua destilada e ajustadas
a concentracao final de 2 mg/mL) foram diluidas em série com caldo Mueller Hinton
estéril em uma placa de 96 pocos. As diluicGes ocorreram de tal forma que no primeiro
poco se teve concentracdo de 1 mg/mL de cada amostra estudada. Em seguida, dez
microlitros do indculo com cada microrganismo foram adicionados em todos 0s po¢os
em suas respectivas placas. Os controles positivos e negativos foram feitos,
respectivamente, com Digluconato de Clorexidina a 0.12 % (Sigma-Aldrich) para
bactérias, Nistatina (Sigma-Aldrich) para fungos, e &gua destilada. Entdo, as placas foram
incubadas a 37 £ 1 °C por 24 h e o crescimento microbiano foi indicado pela adi¢do de
20 pL da solugéo aquosa de resazurina a 0,01 % com a posterior incubagdo a 37 + 1 °C

por 2 h. Micro-organismos viéveis reduzem o corante mudando sua coloracdo azul para
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rosa e a CIM foi definida como a menor concentragdo da substancia que inibiu a mudanca

de coloragéo da resazurina.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Composicao fitoquimica do extrato aquoso das folhas de Chrysobalanus icaco

Foi possivel identificar a presenca de taninos e flavonoides no EAFCi (Tabela 1).
Os resultados encontrados no presente trabalho estdo de acordo com o perfil quimico
esperado para as espécies da familia Chrysobalanaceae (BARBOSA et al., 2006). Além
disso, nossos resultados corroboram com os achados de Onilude et al. (2020) e Ribeiro et
al. (2020). Eles observaram que um dos principais compostos fitoquimicos presentes no
extrato aquoso das folhas da planta é a miricetina, um composto flavonoide e também
considerado um importante marcador taxonémico para a espécie (Onilude; Kazeem; Adu;
2020; Ports et al., 2013).

Tabela 1. Prospeccéo fitoquimica do extrato aquoso das folhas de C. icaco.

Classe Alcaloides | Flavonoides | Taninos | Triterpenoides | Antraquinona
guimica de Cumarina
Procedimentos | Dragendorff | Cloreto de Cloreto Liberman/ Hidroxido de
de extracao Aluminio/ Férrico Anisaldeido/ Potassio
Sulfato Sulfato
cerico cerico
Extrato - + + - -

(-) Néo detectavel; (+) Presente

Ainda acerca dos metabolitos, nosso estudo quantificou polifendis totais (598,86
+ 10,06 pg/mg Equivalente de Acido Galico) e flavonoides (58,96 + 4,30 ug/mg
Equivalente de Quercetina) no extrato estudado. A presenca dos compostos mencionados,
nas concentracGes reportadas, sdo fatores que podem explicar os efeitos bioldgicos
(antioxidante, fotoprotetor e antimicrobiano) da planta em questdo. Nesse sentido,

registra-se que o teor dos compostos fendlicos esta semelhante ao encontrado em outra
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espécie por Sette-de-Souza et al (2020a), enquanto que o teor de flavonoides foi quase o
dobro do encontrado pelos autores.

Frutas, gréos e folhas sdo ricos em flavonoides, substancia que faz parte da familia
dos polifendis. Esses compostos sdo conhecidos por seus diversos efeitos fitoquimicos,
tais como: capacidade antioxidante, anti-inflamatéria, antitumoral, antifdngica, dentre
outras (Rice-Evans, 2001; Ribeiro et. al., 2020).

Atividade Antioxidante

Avaliacao da Atividade antioxidante pelo metodo DPPH

O método baseado no uso do radical livre estavel difenilpicrilhidrazil (DPPH) é
considerado a base do estudo de uma substancia com potencial para atividade
antioxidante (Sharma; Bhat, 2008). Ainda, este método tem como objetivo calcular o
parametro 1Csg, que representa a “concentragao eficiente”, ou seja, a concentragao de um
extrato necessaria para que ocorra a perda de 50% da atividade do DPPH (Molyneux,
2004). Neste trabalho, uma curva linear foi montada para determinar a porcentagem de
inibicdo (1%) do DPPH como proposto por Blois (1958). A tabela 2 demonstra os
resultados da 1% do EAFCi testado em concentragdes que variaram de 31,25 pg/mL a
1000 pg/mL. Onde todas as concentracGes foram capazes de sequestrar radicais DPPH
com 1% superior a 20 %. Ainda, a porcentagem de sequestro do radical DPPH foi similar
ou até superior nas menores doses quando comparado ao controle positivo. O grafico 1,
por sua vez, reporta a comparacdo entre 1% das diferentes concentracbes de EAFCi
testadas e o controle positivo Trolox®; neste caso, a concentracao efetiva de amostras
necessarias para reduzir em 50% o DPPH inicial (1Cso) do EAFCi foi superior ao Trolox®

em todas as concentrac@es testadas.
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Tabela 2: Porcentagem de sequestro do radical DPPH em diferentes concentracGes do

extrato aquoso de C. icaco.

Extrato aquoso de C. icaco (png/mL) DPPH (I %)
1000 76,08 £ 0,53
500 78,14 £ 0,20
250 78,83 £ 0,10
125 78,83 £ 0,00
62,5 50,60 + 0,26
31,25 23,41 £ 1,37

Os resultados sdo expressos como média + desvio padrao (n = 3).

Grafico 1: Porcentagem de sequestro do radical DPPH do extrato aquoso de C. icaco em

relacdo ao controle positivo Trolox®.
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Com base nos achados, podemos inferir que o EAFCi tem um bom potencial
antioxidante mesmo nas menores doses testadas, com a dose de 62,5 pg/mL do extrato
sendo capaz de superar o pardmetro ICsp com 50,60 £ 0,26 %. Outrossim, é importante
salientar que o ensaio da capacidade antioxidante foi realizado com o extrato aquoso das
folhas. Os dados encontrados na literatura sdo escassos, levando a dificuldade na
comparacgéo de resultados.

Avaliacao da Atividade antioxidante pelo método ABTS

A Tabela 4 apresenta os resultados de atividade antioxidante das diferentes
concentragdes do extrato, variando de 31,25 pg/mL a 1000 ug/mL, determinado pelo
método de sequestro do radical livre ABTS. De acordo com Re et al. (1999), o método
cromatografico da captura do radical ABTS consiste numa importante ferramenta para
determinar a atividade antioxidante do extrato aquoso das folhas. Os resultados do teste
foram calculados segundo a capacidade antioxidante equivalente ao Trolox® e, ap0s
analise por espectrofotdmetro, foi possivel determinar quanto do radical ABTS foi
capturado pelo EAFCi quando comparado ao controle (Gongalves et al., 2017). EAFCi
demonstrou boa atividade antioxidante, com taxas de sequestro de 49,31 * 3,45 % do
radical ABTS na concentracdo de 500 pug/mL e 65,65 + 6,04 % na concentracdo de 1000
ug/mL.
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Tabela 4: Porcentagem de sequestro do radical ABTS em diferentes concentracfes do

extrato aquoso de C. icaco.

Extrato aquoso de C. icaco (pug/mL) ABTS (%)

1000 65,65 + 6,04
500 49,31 + 3,45
250 22,90 £ 1,53
125 20,00 + 0,64
62,5 16,34 + 0,53
31,25 13,28 + 1,04

Os resultados sdo expressos como media + DP (n = 3).

Capacidade Antioxidante Total (AAT)

O método do complexo fosfomolibdénio empregado para determinar a atividade
antioxidante total (AAT) consiste na mudanca de coloracdo da solucdo durante a reducgéo
do Mo** para Mo®*, sendo considerado uma forma simples, de baixo custo e, portanto,
bastante Gtil para a analise do EAFCi (Araujo et al. 2020). Na Tabela 3 estdo contidos 0s
resultados da absorbancia do EAFCi no ensaio do fosfomolibdénio para aferir a AAT,
descrita por Aguilar et al. (2013), nas concentrag¢fes que variam de 31,25 ug/mL a 1000
ug/mL. Foi montada uma curva linear, expressa no Gréafico 2, que demonstra a
absorbancia na presenca do extrato quando comparada ao controle positivo do acido
ascorbico. No Grafico 2 € possivel observar que a concentracdo necessaria para reduzir
50% do Mo** para Mo®*, com subsequente formagcéo de fosfato de Mo®°*, foi semelhante
ao acido ascorbico. Contudo, o conteudo presente em 1000 pg/mL do EAFCi apresentou

acdo antioxidante inferior quando comparado ao equivalente do controle positivo.
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Tabela 3: Porcentagem da capacidade antioxidante total em diferentes concentracGes do

extrato aquoso de C. icaco.

Extrato aquoso de C. icaco (nug/mL) ATT (%)

1000 68,09 + 7,66
500 32,16 + 4,08
250 14,99 + 2,39
125 7,42 +1,98
62,5 3,46 £ 2,08
31,25 1,93+0,18

Os resultados sdo expressos como media + DP (n = 3).

Grafico 2: Porcentagem da capacidade antioxidante total em diferentes concentracfes do

extrato aquoso de C. icaco em relacdo ao controle positivo Acido ascorbico.
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Os produtos naturais sdo usados em todo o mundo devido as suas propriedades
farmacoldgicas ja estabelecidas (Machado; Fernandes Junior, 2011). Vérias patologias

estdo relacionadas com a producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio (EROS).

Esses radicais livres podem levar ao estresse oxidativo e danificar a estrutura das
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biomoléculas e, com isso, ocasionar disfun¢Bes celulares e até mesmo a morte celular
(Sun; Zhang; Zkang, 2011). As plantas medicinais sdo capazes de produzir vérias
moléculas com acdo antioxidante, sendo, portanto, uma alternativa para o controle e
tratamento de varias doencas (Mishra; Ojha; Chaudhury, 2012). C. icaco se mostrou uma
alternativa promissora ao combate as EROs devido ao potencial antioxidante evidenciado
neste estudo, neste caso demonstrado pela capacidade antioxidante atrelada a presenca
dos flavonoides de EAFCi.

Determinacéo da Atividade hemolitica em eritrécitos humanos

O EAFCi ndo foi capaz de causar lise dos eritrocitos nas concentracoes testadas até
3840 ug/mL, portanto a CE50 (concentracdo média capaz de provocar 50 % do efeito
méaximo) > 3840 ug/mL. Esse ensaio foi realizado visando avaliar a capacidade que o
extrato tem de provocar danos nas membranas de eritrocitos humanos, uma vez que a
ruptura de eritrocitos é uma barreira para implantacdo dos ensaios in vivo (Pietkiewicz et
al., 2010). Sendo assim, € possivel afirmar que o EAFCi ndo apresenta acédo citotoxica,
entretanto, sdo necessarios estudos adicionais com concentragcbes superiores para
investigar em qual concentracdo o extrato em estudo é capaz de causar hemdlise em
eritrocitos humanos. Essa baixa toxicidade € um fator interessante para o
desenvolvimento de produtos antimicrobianos (Sette-de-Souza et al., 2020a), tendo em
vista que o EAFCIi foi capaz de inibir o crescimento de microrganismos de interesse

odontol6gico ao passo de que ndo causou danos nas membranas de eritrocitos humanos.
Atividade antibacteriana do extrato aquoso das folhas de Chrysobalanus icaco

A resisténcia bacteriana e fungica sdo desafios crescentes na area da salde,
tornando esse estudo relevante para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas,
sendo assim, foram investigadas cepas dentro desse padrdo, estacando-se Enterococcus
faecalis, Streptococcus mutans e Candida albicans (Fumes, 2018). O S. mutans é uma
bactéria comumente encontrada na cavidade oral e é conhecida por desempenhar um
papel significativo no desenvolvimento de doencas bucais biofilme dependentes (Lemos,
2019). O E. faecalis pode causar uma variedade de doencas, especialmente quando se
torna uma bactéria oportunista e infecta o trato urinario, além de causar sepse ao cair na
corrente sanguinea (Herrera-Hidalgo, 2020). J4 a Candida albicans é um fungo que
normalmente faz parte da microbiota natural do corpo humano, encontrando-se

principalmente na boca, no trato gastrointestinal e na vagina, que assim como 0s outros
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microrganismos, em homeostase ndo causa problemas significativos. No entanto, pode-
se multiplicar descontroladamente e causar infecgdes cutanea, vaginal e sistémica (Hsu,
2021).

Os valores referentes a concentragéo inibitoria minima atingiram valores entre 250
ug/ml para o E. faecalis e 1000 ug/ml para a C. albicans. Em comparagéo a diversos
outros antibidticos de uso clinico e comercial, o metronidazol, a amoxicilina e a
azitromicina apresentaram concentracdo inibitéria minima de 20, 30 e 10 pg,
respectivamente, na analise contra cepas padréo cariogénicas e periodontopatogénicas, de
importancia odontoldgica (Abullais Saquib, 2021).

Analisando o E. faecalis em cepas padrédo (ATCC 29212) e selvagem (MB146), o
estudo de Sette-de-Souza (2020b) encontrou valores de 60 ug e 120 pg, respectivamente,
quando testadas contra a clorexidina, um potente bactericida utilizado contra
microorganismos bucais. Apesar de menores do que o valor encontrado para os extratos
testados neste trabalho, o valor é semelhante aos extratos hidroalcodlicos da Schinopsis
brasiliensis, que atingiu CIM de 500 ug/mL contra cepas padréo de E. faecalis e S. mutans
(Sette-de-Souza et al., 2020a; Sette-de-Souza et al., 2020b), e valores bem menores do
que a Punica granatum, que chegou a apresentar valores de 5210 pg/mL contra cepas de
interesse odontoldgico (Abullais Saquib, 2021) e de 780 ug/mL quando o extrato aquoso
da Nepeta Deflersiana contra bactérias orais (Ahmad I, 2021).

Em relacdo a atividade antifungica, nem o extrato etanolico nem o extrato aquoso
de Rhaphiodon echinus mostraram uma atividade clinicamente relevante (MIC< 1024
mg/mL) contra a C. albicans testada (Costa, 2017), em comparacdo com antifungicos de
acdo conhecida, como a nistatina, que chega a apresentar MIC de 50 pug/mL (Sartoratto,
2004). Esses resultados sdo compativeis com os apresentados neste trabalho. Mas, ainda
assim, Sartoratto et al. (2004), define o potencial antifungico como forte quando a CIM
atinge valores inferiores a 500 pg/mL, moderado entre 600 ng/mL-1500 pg/mL e fraco
quando os valores da CIM foram superiores a 1500 pg/mL. Dessa forma, o C. icaco pode
apresentar ainda mais potencial contra cepas bacterianas e fangicas ao ser testado em
valores maiores da sua concentracdo nos extratos analisados, além de possiveis
modificacbes na coleta da espécie vegetal, pois variacGes sazonais e regides de coleta
podem trazer alteracGes na composicdo fitoquimica dos extratos vegetais (Sharifi-Rad,
2018).
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CONSIDERACOES FINAIS

O extrato de C. icaco demonstrou ndo ser toxico para os eritrocitos humanos nas
concentragdes testadas, ao mesmo tempo em que exibiu atividade antimicrobiana. Esses
resultados sugerem que tais efeitos benéficos possivelmente estdo relacionados a presenca
de flavonoides no extrato. Essas descobertas sdo de grande importancia, uma vez que
abrem novas perspectivas para pesquisas adicionais em busca de alternativas terapéuticas
e para o desenvolvimento de produtos direcionados ao controle de doencas bucais
dependentes de biofilme.
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