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RESUMO

O objetivo desse estudo foi avaliar o potencial antifungico do extrato hidroalcodlico
de folhas de Syzygium cumini (Linn.) Skeels sobre cepas do género Candida, bem
como investigar o efeito citotoxico e antioxidante. O método de extragao utilizado
para obtengado do extrato foi a percolagéo. O extrato foi quimicamente caracterizado
por meio de cromatografia gasosa associada a espectrometria de massa. A
atividade antifungica do extrato foi determinada por meio da Concentragéo Inibitéria
Minima, Concentracdo Fungicida Minima sobre C. albicans (ATCC 10231), C.
glabrata (ATCC 90030), C. krusei (ATCC 6258), C. tropicalis (ATCC 750) e cepas
clinicas de C. albicans (LM1) e C. albicans (LM3) e da avaliagdo do seu efeito sobre
a cinética de crescimento de C. albicans (ATCC 10231). Testes de citotoxicidade
foram realizados a partir dos ensaios de hemdlise e fragilidade osmotica em
eritrécitos humanos, além da avaliagdo do seu potencial oxidante e antioxidante na
presenca de fenilhidrazina e espécies reativas de oxigénio, respectivamente. Os
dados do ensaio do extrato sobre a cinética de crescimento de C. albicans foram
avaliados através do teste ANOVA seguido pelo pds-teste de Tukey, enquanto os
testes de citotoxicidade foram avaliados através do teste ANOVA seguido pelo pés-
teste de Dunnett. Ambos foram realizados admitindo-se um valor a=0,05. Mediante a
analise fitoquimica, um total de 35 compostos foram identificados, sendo 2,2-
Dimetoxibutano; 4H-Piran-4-ona, 2,3-di-hidro-3,5-di-hidroxi-6-metil-; 5-
Hidroximetilfurfural;  2,4-Di-hidroxi-2,5-dimetil-3  (2H) -furan-3-ona e Acido
propanodioico, dimetil éster as substancias majoritarias presentes no extrato. O
extrato demonstrou valores de CIM entre 31,25 e 125 ug/mL e de CFM entre 250 e
>1000 pg/mL, com efeito fungistatico sobre as cepas testadas, sendo esse mais
significativo em um periodo de oito horas de exposicdo a C. albicans. Nas
concentragbes capazes de exercer efeito inibitério minimo sobre o crescimento
fungico, o extrato demonstrou baixa atividade hemolitica, exercendo efeito protetor
sobre a hemolise induzida por estresse osmético quando utilizado nessas mesmas
concentragdes, de acordo com o tipo sanguineo. Em concentracdes de 31,25 e 62,5
pug/mL o extrato demonstrou efeito antioxidante frente a estresse oxidativo induzido
pelo peréxido de hidrogénio, apesar de ndo demonstrar agdo antioxidante frente a
fenilhidrazina. Além disso, sua utilizagdo em concentragdes < 125 pg/mL nédo induz a
ocorréncia de oxidagdo nos eritrocitos. Diante dos resultados obtidos, o extrato
demonstrou potencial antifungico promissor, apresentando baixo efeito citotdxico
sobre eritrocitos, oferecendo efeito protetor sobre células expostas a situagdes de
estresse osmotico e oxidativo.

Palavras-chave: Syzygium jambolanum; Agentes antifungicos; Testes de toxicidade



ABSTRACT

The objective of this study was to analyze the antifungal potential of the Syzygium
cumini (Linn.) Skeels leaves’ hydroalcoholic extract on strains of the Candida genre,
as well as to investigate its cytotoxic and antioxidant effect. The percolation method
was used to obtain the extract. The extract was chemically characterized through gas
chromatography combined with mass spectrometry. The extract’s antifungal activity
was determined through Minimum Inhibitory Concentration and Minimum Fungicide
Concentration over C. albicans (ATCC 10231), C. glabrata (ATCC 90030), C. krusei
(ATCC 6258), C. tropicalis (ATCC 750) ) as well as C. albicans (LM1) and C.
albicans (LM3) clinical strains and through the evaluation of its effect over the C.
albicans (ATCC 10231) growth Kkinetics. Cytotoxicity tests were done from the
hemolysis and osmotic fragility experiments in human erythrocytes as well as the
extract’s oxidant and antioxidant potentials in the presence of phenylhydrazine and
reactive oxygen species, respectively. The data about the extract’'s essay over C.
albicans growth kinetics were evaluated by the ANOVA test and by the post-tests of
Tukey, while the cytotoxity tests were evaluated by the ANOVA test and by the post-
tests of Dunnett. Both were done taking into consideration the value a=0,05. By the
phytochemical analysis, a total of 35 compounds were identified, knowing that 2,2-
Dimethoxybutane; 4H-Pyran-4-one,2,3-di-hydro-3,5-di-hydroxy-6-methyl-; 5-
Hydroxymethylfurfural; 2,4-Di-hydroxy-2,5-dimethyl-3 (2H) -furan-3-one, propanedioic
acid and dimethyl ester were the main substances found in the extract. The extract
showed MIC values among 31,25 and 125 pg/mL and MFC among 250 and >1000
pg/mL, with fungistatic effect over the tested strains, mainly after they were exposed
to the C. albicans for a period of eight hours. In those concentrations that can have a
minimum inhibitory effect over the fungal growth, the extract showed a low hemolytic
activity, having a protective effect over osmotic stress induced hemolysis, at the
same concentrations, depending on the blood type used. In concentrations of 31,25
and 62,5 pg/mL, the extract shows an antioxidant effect in relation to oxidative stress
induced by hydrogen peroxide, though it does not demonstrate any antioxidant action
when exposed to phenylhydrazine. Besides, it does not induce oxidation in the
erythrocytes when used in concentrations < 125 ug/mL. Based on these results, the
extract showed a promising antifungal potential, manifesting a low cytotoxic effect
over the erythrocytes, offering a protective effect over cells that were exposed to
osmotic and oxidative stress situations.

Key words: Syzygium jambolanum; Antifungal agents; Toxicity tests.
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1 CONSIDERAGOES INICIAIS

A candidose bucal é considerada um problema de saude publica, que
apresenta elevada prevaléncia e morbidade, apresentando fatores de risco como
imunossupressao; uso de antibidticos de largo espectro; higiene bucal deficiente e
uso de préteses dentarias (GOW et al, 2011; PELEG et al, 2010; BENSADOUN et al,
2011; WILLIAMS et al, 2011).

O micro-organismo Candida albicans é o mais prevalente nessas infecgoes, e
geralmente esta associado a outras espécies (PELEG et al, 2010; ZOMORODIAN et
al, 2011; BENSADOUN et al, 2011; WILLIAMS et al, 2011), como a Candida
glabrata, Candida tropicalis, Candida parapsilosis (THEIN et al, 2009; RODRIGUES
et al, 2014; MUADCHEINGKA; TANTIVITAYAKUL, 2015; PSEE et al, 2016)
formando biofilmes na cavidade bucal (MARTINS et al, 2016). Nesse sentido, a
associacdo de C. albicans com bactérias e outras espécies de Candida pode
provocar o aumento da patogenicidade dessa infecgdo (DIAZ et al, 2012; XU et al,
2014; CAVALCANTI et al, 2015; CAVALCANTI et al, 2016). Frente a ocorréncia do
aparecimento de patdgenos resistentes e da toxicidade dos antifungicos, tem-se
incentivado a busca ativa por novos agentes antifungicos (FENNER et al, 2006;
COSTA et al, 2009; COLEMAN et al, 2010; PEREIRA et al, 2016), direcionando-se
um maior interesse para a investigagdo de substancias com atividade bioldgica
dessa natureza, visando integra-las como novas modalidades terapéuticas
complementares (KARYGIANNI et al, 2016).

Uma vez que pesquisas voltadas para a investigagdo da agao antifungica de
plantas e/ou extratos vegetais podem fornecer resultados promissores, tais
investigagbes podem oferecer perspectivas para a elucidagdo de possibilidades
terapéuticas adicionais direcionadas a espécies fungicas do género Candida,
podendo, portanto, vir a constituir uma alternativa terapéutica para o tratamento de
infecgbes bucais causadas por esses micro-organismos (COSTA et al, 2009).

Syzygium cumini (L.) Skeels, Myrtaceae, popularmente conhecida como
jamboldo, azeitona, azeitona-roxa, oliva (MIGLIATO et al, 2006; SRIVASTAVA;
CHANDRA, 2013) possui tradicdo e uso na medicina popular para diversas
indicagbes terapéuticas, apresentando relatos de diversas agbes farmacoldgicas

como efeitos hipoglicemiantes, antimicrobianos e anti-inflamatérios (MIGLIATO et al,
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2006; MIGLIATO et al, 2007; AYYNAMAR; SUBASH-BABU, 2012), demonstrando
um valor terapéutico promissor (GOWRI; VASANTHA, 2010).

As investigag6es prévias com o extrato hidroetandlico de folhas de S. cumini
demonstraram atividade antifungica com potencial acgédo inibitéria sobre o
crescimento de C. albicans, evidenciando resultados promissores acerca do efeito
antifungico dessa planta. Assim, os achados sinalizam a necessidade de maiores
investigagbes do extrato de S. cumini como potencial agente alternativo para o
tratamento antifungico sobre espécies de Candida (PEREIRA et al, 2016). Desse
modo, salienta-se a necessidade da realizagdo de estudos destinados a
bioprospecgdo do extrato a base das folhas de S. cumini, com o objetivo de
confirmar e reiterar a presencga de atividade biolégica antifungica, além de realizar
estudos adicionais acerca da avaliacao de aspectos relativos a eficacia e segurancga
do uso desse produto vegetal, visando assim a assegurar a garantia do controle de
qualidade para seu uso e indicagdo (NOLDIN et al, 2003; VARANDA, 2006).

Nesse contexto, diante do exposto o objetivo desse estudo foi avaliar o
potencial antifungico do extrato hidroalcodlico de folhas de Syzygium cumini (Linn.)
Skeels sobre cepas do género Candida, bem como investigar o efeito citotoxico e

antioxidante.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Fungos do género Candida: formagao de biofilmes e seu envolvimento na

etiologia e patogenia da candidose

Os fungos do género Candida fazem parte da microbiota humana normal e
sado frequentemente encontrados colonizando diversos sitios epiteliais e mucosos,
dentre estes a cavidade bucal (ALVES et al, 2014; GULATI; NOBILE, 2016; THEIN
et al, 2006).

Dentre as diferentes espécies de Candida, C. albicans pode ser isolado tanto
como um micro-organismo comensal quanto como um patdégeno oportunista o qual
pode causar o estabelecimento da candidose, inclusive afetando a cavidade bucal
(RODRIGUES et al, 2014; MUADCHEINGKA; TANTIVITAYAKUL, 2015; SILVA-
ROCHA et al, 2015), de interesse, portanto, na clinica odontolégica.

Esse género inclui fungos que constituem o agente etiolégico de infec¢des
que apresentam intensidade variavel, abrangendo desde as de natureza superficial,
até as mais graves e que causam candidose disseminada, com comprometimento
sistémico (THEIN et al, 2006).

Sabe-se que 0s micro-organismos apresentam capacidade de interagir entre
si, podendo formar e manter biofiimes, agregando-se a estruturas inertes ou a
tecidos bioldgicos (THEIN et al, 2006; THEIN et al, 2009; PELEG et al, 2010;
GULATI; NOBILE, 2016). Tal interagdo pode ser favorecida por fatores como
modificagées microambientais, a exemplo de alteragdes moleculares e produgao de
metabdlitos teciduais; interagbes fisicas, permitindo a ligagdo e colonizagdo dos
micro-organismos; além de mudancgas na resposta imune do hospedeiro, a qual
pode propiciar condicbes para a instalagdo dos micro-organismos e o0
desenvolvimento de processos patoldgicos, dentre outros (PELEG et al, 2010).

Assim, ao mesmo tempo em que possibilitam a ocorréncia de interagdes
entre os micro-organismos, esses fatores influenciam também no seu crescimento e
sobrevivéncia, podendo atuar beneficiando ambas as espécies ou atuar de modo
seletivo sobre uma espécie em detrimento da outra (PELEG et al, 2010; GULATI;
NOBILE, 2016).
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Fungos do género Candida podem formar biofiimes através da associagao
com outras espécies fungicas (SANTOS et al, 2016; THEIN et al, 2006; THEIN et al.,
2009) ou bacterianas (THEIN et al, 2006; GULATI;NOBILE, 2016). Nesse ultimo
aspecto, é atribuido como o género fungico mais associado em infecgcbes mistas
(PELEG et al, 2010; GULATI;NOBILE, 2016).

Embora C. albicans constitua a espécie mais envolvida na etiologia da
candidose, outras espécies como C. glabrata, C. tropicalis e C. krusei vem se
destacando como patdégenos oportunistas envolvidos na etiologia dessa infecgao,
adquirindo importancia clinica significativa. Esta relevancia estd relacionada
sobretudo ao fato de causar quadros consideraveis de morbidade e mortalidade
(THEIN et al, 2009; SANTOS et al, 2016), principalmente em casos de
imunossupressdo do hospedeiro (RODRIGUES et al, 2014) e em condigbes
hospitalares (DOI et al, 2016; RODRIGUES et al, 2014; SAVASTRANO et al, 2016).

Tal fato decorre em virtude do aumento da patogenicidade observado através
da associagao de C. albicans com outras espécies de Candida em biofilmes. Estas
sao evidenciadas por meio do aumento da proporcdo de hifas, maior expressao
génica de fatores de viruléncia e maior padréo de invasédo e dano tecidual (DIAZ et
al, 2012; XU et al, 2014; CAVALCANTI et al, 2015; CAVALCANTI et al, 2016).

Nesse sentido, a associagao dessas diferentes espécies de micro-organismos
tem oferecido um desafio terapéutico ao tratamento antimicrobiano, cuja relevancia
clinica esta relacionada a diminuicdo da susceptibilidade dos micro-organismos e/ou
a resisténcia microbiana frente aos agentes tradicionalmente empregados na
terapéutica antifungica como fluconazol, itraconazol, miconazol e anfotericina B
(THEIN et al, 2009; DOI et al, 2016; GULATI; NOBILE, 2016; SAVASTRANO et al,
2016).

Assim, essa questdo sinaliza e evidencia um potencial problema de saude
publica, a0 mesmo tempo em que sugere a necessidade da realizagao de praticas
de vigilancia direcionada a micro-organismos de patogenicidade emergente (DOI et
al, 2016; SAVASTRANO et al, 2016), bem como direciona a necessidade da
investigagdo de métodos antifungicos alternativos, sobretudo aqueles que utilizem
produtos a base de plantas medicinais e/ou seus extratos. Desse modo, destaca-se,
sobretudo na pratica Odontoldgica, aqueles direcionados para o controle quimico do
biofilme bucal (KARYGIANNI et al, 2016).
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2.2 Candidose bucal

Na cavidade bucal, C. albicans pode ser isolado tanto como um micro-
organismo comensal quanto como um patégeno oportunista, associado ao
estabelecimento da candidose (RODRIGUES et al, 2014; MUADCHEINGKA,;
TANTIVITAYAKUL, 2015; SILVA-ROCHA et al, 2015) a qual pode apresentar
manifestagbes clinicas variaveis através das formas pseudomembranosa,
eritematosa, hiperplasica e queilite angular (MUADCHEINGKA; TANTIVITAYAKUL,
2015).

Candida albicans constitui o principal agente etiolégico da candidose bucal
(PELEG et al, 2010; SILVA et al, 2011; ZOMORODIAN et al, 2011; BENSADOUN et
al, 2011; WILLIAMS et al, 2011; ALVES et al, 2014). No entanto, outras espécies
como C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis e C. tropicalis tem sido também
comumente associadas com essa infecgao (THEIN et al, 2009; RODRIGUES et al,
2014; MUADCHEINGKA; TANTIVITAYAKUL, 2015; MARTINS et al, 2016; PSEE et
al, 2016).

Alguns dos principais fatores de risco associados a ocorréncia da candidose
incluem desde fatores gerais e de natureza sistémica, como estados
imunossupresséao (ALVES et al, 2014; GULATI; NOBILE, 2016; SILVA et al, 2011); e
utilizagado de antibidticos de largo espectro, além também de fatores bucais locais
como utilizagédo de proteses dentarias e higiene bucal deficiente (THEIN et al, 2009;
PELEG et al, 2010; GOW et al, 2011; BENSADOUN et al, 2011; WILLIAMS et al,
2011; SILVA-ROCHA et al, 2015), sendo esses ultimos de interesse na pratica
odontoldgica.

Uma vez que as proteses dentarias oferecem meios propicios para facilitar a
colonizagdo e formagdo de Dbiofilme, esses dispositivos encontram-se
frequentemente colonizadas por fungos do género Candida (MARTINS et al, 2016;
PEREIRA et al, 2016), podendo levar ao estabelecimento de candidose associada a
utilizagédo dessas préteses (PEREIRA et al, 2016).

Essa forma de candidose bucal pode envolver as diversas espécies fungicas
mencionadas (MARTINS et al, 2016), de modo que a co-infecgdo de micro-
organismos, € capaz de proporcionar efeitos patogénicos mais consideraveis
(PELEG et al, 2010; ZOMORODIAN et al, 2011; BENSADOUN et al, 2011;
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WILLIAMS et al, 2011; MARTINS et al, 2016), sobretudo em estagios mais
avangados das lesbes (PEREIRA et al, 2016).

Nesses casos, nas associagdes entre os diferentes micro-organismos, a co-
infeccdo de C. albicans e C. glabrata, por exemplo tem demonstrado maior
patogenicidade (MARTINS et al, 2016). Em virtude da ocorréncia de mudancgas na
atividade metabdlica, sobretudo apos periodos mais prolongados de maturagédo do
biofilme; aumento na propor¢cdo de leveduras (MARTINS et al, 2016) e maior
expressdao de fatores de viruléncia como proteinases, fosfolipases, lipases,
condroitinases e hemolisinas (PEREIRA et al, 2016). Assim, percebe-se que ao
mesmo tempo em que torna viavel uma maior capacidade de colonizagao fungica, a
associagdo de micro-organismos distintos pode promover uma maior
patogenicidade, com maior padrao de invasao e dano tecidual (ALVES et al, 2014).

Assim, uma vez compreendido o envolvimento e interagdo das diferentes
espécies de Candida na etiologia da candidose bucal, percebe-se a necessidade de
buscar novas estratégias terapéuticas, direcionados para o tratamento dessa
infecgéo (SILVA et al, 2011), sobretudo utilizando-se substéncias provenientes de
plantas medicinais e/ou seus extratos.

2.3 A utilizagdo popular de plantas medicinais como modalidade terapéutica

alternativa e seus reflexos nas pesquisas em fitoterapia

A utilizagdo de plantas medicinais para fins curativos € uma pratica que tem
origens antigas (BRASIL, 2006). Desde os primérdios da humanidade e durante um
longo periodo de tempo, as plantas constituiram a unica fonte de substancias para
as quais os homens dispunham para utilizagdo com finalidades terapéuticas
(MIGLIATO et al, 2007).

Assim, seu emprego esta intrinsecamente relacionado com os primoérdios da
medicina, em virtude do seu uso como base para tratamento de diversas doencas
(BRASIL, 2006), ao mesmo tempo que representou durante longo tempo a fonte
primaria de substancias medicamentosas e de matéria-prima para a produgdo e
desenvolvimento de medicamentos (MIGLIATO et al, 2007).
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A indicacao das plantas medicinais esteve embasada sobretudo através das
informagdes provenientes de conhecimentos culturais e populares repassados de
geragdo em geracao (ALBUQUERQUE; HANAZAKI,2006; BRASIL, 2006), sendo tal
pratica ainda percebida da realidade.

Paralelamente, a indicagao popular acerca da utilizacdo de espécies vegetais
para o tratamento de doencgas constitui um método importante para a abordagem,
indicagédo e selegcdo de plantas com potencial farmacoldgico, de modo a contribuir
para a indicacdo de investigagcdes destinadas a elucidagdo e comprovacao cientifica
de sua acao e eficacia, permitindo identifica-las como fonte promissora para a
descoberta de novos agentes terapéuticos alternativos para o tratamento de
doengas (ALBUQUERQUE; HANAZAKI, 2006).

Embora a medicina se encontre em um estagio técnico-cientifico
desenvolvido na maior parte do mundo, 80% da populagdo de paises em
desenvolvimento ainda depende e dispbde primariamente apenas de recursos e
praticas tradicionais para a realizagdo dos cuidados basicos de saude (BRASIL,
2006; JENNIFER et al, 2007). Além disso, nesses paises a utilizagao de terapéuticas
tradicionais a base de plantas também esta relacionada a sua biodiversidade
(BRASIL, 2006; BRASIL, 2006), sendo este um fator que faz com que o0 emprego de
plantas medicinais assuma um percentual significativo de utilizagdo como
modalidade terapéutica elementar (BRASIL, 2006).

Frente a esse cenario de biodiversidade, o Brasil apresenta uma posi¢cao de
destaque especial, sobretudo em virtude de abrigar biomas como a floresta
amazonica, berco da maior biodiversidade vegetal do mundo. Além disso, destaca-
se também a ampla diversidade étnica e cultural detentora de um valioso
conhecimento tradicional acerca do uso de plantas medicinais (BRASIL, 2006;
BRASIL, 2006).

Desse modo, esses aspectos fazem com que o pais apresente um grande
potencial para a exploragdo de plantas medicinais, inclusive no que se refere a
realizagéo de pesquisas voltadas para o estudo e desenvolvimento de novas drogas,
a base de fitoterapicos ou para producao de drogas sintéticas obtidas através da
matéria-prima vegetal (BRASIL, 2006; BRASIL, 2006). Assim, ao constituirem-se a
maior fonte “natural” para uma infinidade de compostos, as plantas medicinais

apresentam um potencial papel ao proporcionar a descoberta de novas substancias
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e/ou compostos com agao bioldgica que possam orientar para a posterior produgéo
de medicamentos e/ou formulagdes fitoterapicas (MACIEL et al, 2002; FENNER et
al, 2006; CHAGAS et al, 2015).

Além da grande aceitagcdo que a utilizagdo de plantas medicinais vém
adquirindo enquanto modalidade terapéutica alternativa (NOLDIN et al, 2003;
OLIVEIRA et al, 2007) sua indicagdo e uso tem encontrado terreno fértil também
através do papel das politicas publicas voltadas para a consolidagdo dessa area.
Dentre essas, destaca-se a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos e
sobretudo a Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares no ambito
do Sistema Unico de Satde (SUS), sendo que especificamente em relacdo a essa
ultima, destaca-se dentre outras diretrizes, a necessidade do incentivo e fomento a
formacao e capacitagdo de recursos humanos para o desenvolvimento de pesquisas
com plantas medicinais e fitoterapicos (BRASIL, 2006; BRASIL, 2006).

Diante do exposto, a crescente énfase dada a utilizagéo da fitoterapia vem
também contribuindo para a expanséo de sua indicacgao e utilizagdo na Odontologia,
dado o grande numero de plantas medicinais com relatos de indicagao e uso no
tratamento de afecgbes que acometem a cavidade bucal (OLIVEIRA et al,2007).
Desse modo, esse fato direciona para a necessidade da realizagdo de pesquisas
com plantas medicinais com potencial aplicagdo e utilizagdo na Odontologia.
(OLIVEIRA et al, 2007).

2.4 Syzygium cumini (L) SKEEL

A planta Syzygium cumini (L.) Skeel conhecida por outras denominagdes
como Syzygium jambolanum, Eugenia jambolana, Eugenia cumini, pertence a
familia Myrtaceae (Figura 1). E nativa das regibes tropicais, embora possa ser
encontrada em algumas regiées subtropicais. Distribui-se particularmente no
continente asiatico, em paises como india, Tailandia, Filipinas; continente africano,
em paises como Africa do Sul, Madagascar e outros do leste do continente. Além
disso, pode ser encontrada na Ameérica do Sul, e inclusive no Brasil (planta
naturalizada), onde encontra-se distribuida nas regiées Sudeste, Nordeste e Norte,
sendo conhecida por denominagbes populares diversas, tais como jambolao,
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azeitona, azeitona-roxa, oliva (MIGLIATO et al, 2006; AYYNAMAR; SUBASH-BABU,
2012; BALIGA et al, 2013; SRIVASTAVA; CHANDRA, 2013).

Figura 1- Visao geral da arvore de Syzygium cumini (L.) Skeels, com detalhes para as flores, frutos e
folhas.

(Imagens A, B e C:http://tropical.theferns.info/image.php?id=Syzygium+cumini; Imagem D:
http://s262.photobucket.com/user/7_Heads/media/Fruit%20Trees/Syzygium_cumini_00.jpg.html)

Partes dessa planta como sementes, folhas, casca e frutos apresentam
relatos de indicagdo e utilizagdo na medicina popular para diversas finalidades
terapéuticas, demonstrando diferentes agdes farmacoldgicas (MIGLIATO et al, 2006;
MIGLIATO et al, 2007; AYYNAMAR; SUBASH-BABU, 2012; BALIGA et al, 2013;
CHAGAS et al, 2015).
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Assim, em virtude da potencial atividade farmacologica atribuida a essa
planta, pesquisas destinadas a investigagdo e identificacdo fitoquimica dos
constituintes presentes nas diferentes estruturas anatémicas, evidenciaram a
presenca de substancias pertencentes a diferentes classes de compostos
fitoquimicos como alcaloides, compostos fendlicos, esteroides ,flavonoides,
glicosideos,taninos, terpenoides e saponinas isolados a partir de diferentes regides
anatdbmicas da planta. Assim, a presenga desses compostos bioativos sinalizam
para a possibilidade de atribuir um potencial valor terapéutico promissor para essa
planta, cujas propriedades medicinais poderiam ser atribuidas as diferentes agbes
bioldgicas exercidas por esses compostos, conforme dados da literatura (MIGLIATO
et al, 2006; GOWRI; VASANTHA, 2010; BALIGA et al, 2013; AYYNAMAR; SUBASH-
BABU, 2012; MOHAMED et al, 2013; CARTAXO--FURTADO et al, 2015; CHAGAS
et al, 2015; PEREIRA et al, 2016). O Quadro 1 exemplifica algumas atividades
biologicas atribuidas a alguns grupos de compostos fitoquimicos presentes em

extratos vegetais.

Quadro 1- Algumas atividades bioldgicas e respectivos compostos fitoquimicos responsaveis por tais
acoes.

ATIVIDADE COMPOSTOS REFERENCIAS
BIOLOGICA FITOQUIMICOS
ASSOCIADOS A
ATIVIDADE
Anti-inflamatéria Compostos SOOBRATTEE et al, 2005
fenolicos CARTAXO-FURTADO et al, 2015

Flavonoides AIYELAAGBE, OSAMUDIAMEN, 2009

Saponinas AIYELAAGBE, OSAMUDIAMEN, 2009
GOWRI, VASANTHA, 2010
Antimicrobiana Compostos SOOBRATTEE et al, 2005
fenolicos HARSHA, ANILAKUMAR,2014
CARTAXO-FURTADO et al., 2015
Esteroides AIYELAAGBE,OSAMUDIAMEN, 2009
GOWRI; VASANTHA, 2010
Flavonoides AIYELAAGBE, OSAMUDIAMEN, 2009
CARTAXO-FURTADO et al, 2015
Taninos AIYELAAGBE; OSAMUDIAMEN, 2009

GOWRI, VASANTHA, 2010
CARTAXO-FURTADO et al, 2015

Antioxidante Compostos BAJPAI et al, 2005
SOOBRATTEE et al, 2005
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fendlicos GUTTERIDGE, HALLIWELL, 2010
RENGASAMY et al, 2012
MOHAMED et al, 2013
HARSHA, ANILAKUMAR, 2014
Flavonoides RAVI et al, 2004
GUTTERIDGE, HALLIWELL, 2010
MOHAMED et al, 2013
HARSHA, ANILAKUMAR, 2014
Saponinas AIYELAAGBE, OSAMUDIAMEN, 2009
GOWRI, VASANTHA, 2010

Efeitos Flavonoides e AIYELAAGBE, OSAMUDIAMEN, 2009
) ) . . GOWRI,VASANTHA, 2010
anticarcinogénicos taninos
Antifungica Compostos EVENSEN, BRAUN, 2009
fendlicos
Flavonoides PEREIRA et al, 2016
Saponinas AIYELAAGBE, OSAMUDIAMEN, 2009

GOWRI, VASANTHA, 2010
COLEMAN et al, 2010
PEREIRA et al, 2016

Desse modo, como mencionado anteriormente, a presenga de determinados

compostos fitoquimicos nas diferentes estruturas anatémicas de S. cumini pode

sugerir a possibilidade da existéncia de um potencial terapéutico promissor para

essa planta, podendo-se, portanto, apontar a necessidade da realizagdo de

investigagbes acerca das atividades bioldgicas associadas ao extrato das folhas

desse vegetal.

Especificamente em relagdo as propriedades medicinais de S. cumini com

interesse e/ou aplicagdo para a Odontologia, pode-se mencionar relatos da

utiizagdo de diferentes estruturas anatdémicas dessa planta para obtengédo de

algumas finalidades terapéuticas, conforme descrito no Quadro 2.

Quadro 2 - Utilizacdo terapéutica de diferentes partes da estrutura anatémica de Syzygium cumini
(L.) Skeel com interesse e aplicabilidade na Odontologia.

ESTRUTURA MODO DE FINALIDADE TERAPEUTICA REFERENCIAS
ANATOMICA UTILIZAGAO
Casca Antisséptico, adstringente | MIGLIATO et al, 2006

em ulceragdes bucais e
estomatite
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%k ok k

Enxaguatorio
bucal a partir
da decocgao

Tratamento de
ulcerages aftosas
recorrentes, estomatites
e afecgbes que
acometem a garganta

LOGUERCIO et al,
2005

Folhas

Enxaguatorio
bucal

Tratamento de
ulcerages aftosas
recorrentes, estomatites,
afecgdes da garganta e
outras doencgas das vias
orais

COSTA el al, 2009

Fruto

Gargarejos

Tratamento de irritagcdes
da garganta

MIGLIATO et al, 2006

Semente

Extrato

Tratamento de erupgdes
da boca e garganta

CHANDRASEKARAN,
VENKATESALU, 2004

Legenda: *** N&o especificado

Além das aplicabilidades clinicas

relatadas e de interesse para a

Odontologia, estudos tem evidenciado a presenga de atividade antimicrobiana para

extratos de diferentes regides anatdmicas de S. cumini. Essa atividade inclui aquelas

de natureza antibacteriana e antifungica contra micro-organismos, tendo, portanto,

interesse para a Odontologia, conforme descrito nos Quadros 3 e 4 a seguir.

Quadro 3 - Evidéncias de estudos demonstrando atividade antibacteriana de extratos de diferentes
regibes anatbmicas de Syzygium cumini (L.) Skeel sobre micro-organismos de interesse para a

Odontologia.
ESTRUTURA MICRO-ORGANISMOS REFERENCIAS
ANATOMICA
Folhas Streptococcus mutans, VIERA et al, 2012

Streptococcus oralis,
Streptococcus parasanguis,
Streptococcus salivarius,
Lactobacillus casei

Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus

LOGUERCIO et al, 2005
OLIVEIRA et al, 2007
GOWRI, VASANTHA, 2010
MOHAMED et al, 2013

Enterococcus faecalis

OLIVEIRA et al, 2007
MOHAMED et al, 2013




Neisseria gonorrhoeae

OLIVEIRA et al, 2007
MOHAMED et al, 2013

Bacillus subtilis

GOWRI, VASANTHA, 2010
MOHAMED et al, 2013

Staphylococcus intermedius,

LOGUERCIO et al, 2005

Staphylococcus aureus,
Salmonella typhimurium,
Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella pneumoniae,
Escherichia coli

Casca do Streptococcus mutans, CARTAXO-FURTADO et al,
caule Streptococcus oralis 2015
Sementes Bacillus subtilis, CHANDRASEKARAN,

VENKATESALU, 2004

Quadro 4. Evidéncias de estudos demonstrando atividade antifungica de extratos de diferentes

regides anatbmicas de Syzygium cumini (L.) Skeels sobre o género Candida.

ESTRUTURA

MICRO-ORGANISMOS REFERENCIAS
ANATOMICA
Folhas Candida albicans COSTA et al, 2009
OLIVEIRA et al, 2007
PEREIRA et al, 2016
Candida glabrata, COSTA et al, 2009
Candida tropicalis
Candida krusei OLIVEIRA et al, 2007
Casca do Candida albicans CARTAXO-FURTADO et al,
caule 2015
Sementes Candida albicans CHANDRASEKARAN,

VENKATESALU,2004
HOFLING et al, 2010

Candida dubliniensis,
Candida glabrata,
Candida guilliermondii,
Candida krusei,
Candida lusitaniae,
Candida parapsilosis,
Candida rugosa,
Candida tropicalis,
Candida utilis

HOFLING et al, 2010

Desse modo, em virtude dos fatos expressos acerca da presenga de
determinados compostos fitoquimicos e dos relatos da existéncia de atividade

antimicrobiana a partir de extratos de diferentes estruturas anatémicas do S. cumini,
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sugere-se um potencial terapéutico promissor para essa planta, com diferentes
aplicabilidades terapéuticas, dentre elas, acdo antifungica, a qual pode estar
presente nas folhas desse vegetal.

Nesse aspecto, tomando por base as evidéncias disponiveis exemplificadas
nos quadros anteriores, e levando-se em consideragdo a importancia e relevancia
clinica que os fungos do género Candida apresentam na patogenia de infecgbes de
interesse para a pratica clinica odontolégica (FREIRES et al, 2014), torna-se
necessaria a realizagdo de estudos adicionais voltados para a investigacdo da
atividade antifungica, além de analises acerca da bioprospec¢ao dos possiveis efeitos
citotoxicos e antioxidantes associados ao extrato das folhas de Syzygium cumini.

2.5 Estudos de citotoxicidade de plantas medicinais

Durante a realizacdo de estudos com substancias provenientes de plantas
medicinais e/ ou seus extratos, além de comprovar a existéncia de determinada
atividade bioldgica, € necessario que sejam realizadas avaliagbes nas diferentes
etapas do desenvolvimento da pesquisa destinadas a investigar parametros que
possam fornecer informagdes que comprovem a eficacia e seguranga de seu uso
(NOLDIN et al, 2003; VARANDA, 2006; MIGLIATO et al, 2007).

Essas investigagbes sado primordiais, ja que as plantas produzem uma
quantidade variavel de substancias quimicas que, além de serem responsaveis pela
atribuicdo de determinadas atividades biologicas, podem causar também reacdes
patoldgicas variaveis, dentre as quais abrangem-se desde efeitos toxicos, até
aquelas capazes de culminar com a morte (CAMPOS et al, 2016).

Assim, destaca-se a importancia e necessidade de identificar e caracterizar
potenciais efeitos nocivos que possam vir a ser causados em decorréncia da
utilizagéo desses produtos. Dentre os quais, pode-se citar aqueles de investigagcao
dos efeitos toxicoldgicos e efeitos genotdxicos (WACZUK et al, 2015; CAMPOS et al,
2016).

Essas investigagdes fornecem informagdes preditivas acerca da segurancga e
fornecem parametros relacionados ao controle de qualidade e garantia quanto ao
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uso das substancias presentes na composi¢gao dos produtos vegetais. Desse modo,
podem vir a assegurar ou ndo a possibilidade para sua indicagdo de uso, bem como
da formulagdo de medicamentos e utilizagdo terapéutica (NOLDIN et al, 2003;
VARANDA, 2006; MIGLIATO et al, 2007; WACZUK et al, 2015).

Dentre os testes in vitro de avaliagao toxicoldogica comumente realizados nos
testes de bioprospecgéo de plantas com potencial medicinal pode-se incluir ensaios
de citotoxidade em eritrécitos humanos, destinados a investigagdo e avaliagédo de
aspectos como atividade hemolitica (SHARMA; SHARMA, 2001; BUKOWSKA,;
KOWALSKA, 2004; BRANDAO et al, 2005;LUIZE et al, 2005; ; REDDY et al, 2007;
HE et al, 2009; OLIVEIRA et al, 2009; PINTO et al, 2012; MUKHERJEE;
RAJASEKARAN, 2010; KUMAR et al, 2011; ABBASI et al, 2013; TUPE et al, 2015;
MEHREEN et al, 2016), avaliagdo da fragilidade osmodtica eritrocitaria, também
conhecida como atividade anti-hemolitica (REDDY et al, 2007; HE et al, 2009;
CHIKEZIE et al, 2012;WACZUK et al, 2015; DUARTE et al, 2016), além também de
investigagbes acerca de sua possivel atividade antioxidante (BUKOWSKA,
KOWALSKA, 2004; REDDY et al, 2007;ARBOS et al 2008; HE et al, 2009;
CHIKEZIE et al, 2012), os quais serdo comentados a seguir.

2.5.1 Avaliagdo do potencial hemolitico de plantas medicinais e /ou seus extratos

Diferentes substancias, inclusive aquelas provenientes de plantas
medicinais e/ou seus extratos, ao serem utilizadas em organismos vivos podem
interagir com os componentes biologicos como células e componentes celulares,
causando efeitos bioldgicos de diversos tipos, dentre eles, aqueles de natureza
citotéxica (BRANDAO et al, 2005).

Dentre os possiveis efeitos deletérios celulares, pode-se mencionar a
ocorréncia de reagdes que podem levar a peroxidagédo lipidica e oxidagdo de
proteinas causando danos sobre lipidios e proteinas presentes na membrana
celular. Assim, essas reagdes configuram-se potencialmente danosas a viabilidade
celular, uma vez que levam a indugdo da ocorréncia de desequilibrios osméticos na
membrana celular, que pode consequentemente culminar com a ruptura da mesma,
levando a lise celular (VISSERS et al, 1998; REDDY et al, 2007).
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Nesses casos, durante a avaliagdo dos efeitos citotoxicos de substancias,
estudos in vitro empregando modelos celulares como eritocitos humanos tém sido
utilizados visando investigar e avaliar a capacidade das substancias exercerem ou
ndo efeitos citotdxicos através da inducdo de hemdlise (BRANDAO et al, 2005;
PINTO et al, 2012; BRASIL, 2012;VO et al, 2016).

A utilizagdo desses modelos celulares para tal avaliagdo pode ser atribuida
em virtude do fato de a membrana celular ser um componente com um carater
dindmico e ao mesmo tempo sensivel, com capacidade de sofrer mudancgas
significativas quando expostos a agcédo de substancias téxicas exégenas (SHARMA,;
SHARMA, 2001).

Nesses casos, frente a exposigdo dos eritrocitos a uma dada substéncia, a
observacdo de efeitos citotoxicos constitui um reflexo da ocorréncia de reacdes
deletérias, as quais podem ocorrer em virtude de um conjunto de perturbagdes
celulares que podem manifestar-se através da indugdo da formagdo de poros na
membrana celular, provocando a desestabilizagdo da mesma, e consequentemente
sua ruptura, levando assim a hemodlise (ARBOS et al, 2008; VO et al, 2016). Assim,
a constatacdo de danos celulares com a indugdo de hemdlise constitui um indicio
que reflete o carater citotoxico de uma substancia perante a membrana celular
eritrocitaria (SHARMA; SHARMA, 2001). Desse modo, a verificagdo de hemdlise a
partir da exposigao dos eritrocitos a uma substéncia quimica indica que a mesma é
capaz de exercer agéo hemolitica, ao passo que a auséncia desse efeito sugere que
a substancia avaliada ndo exerce toxicidade a nivel da membrana celular de
eritrocitos (OLIVEIRA et al, 2009).

Esse ensaio tem sido incluido dentre os testes de avaliagdo e triagem dos
efeitos bioldgicos causados por substancias, especificamente para a investigagéo e
avaliagdo dos possiveis efeitos toxicolégicos que possam causar. Assim, constitui
um importante indicio que reflete a capacidade das substéncias de exercerem ou
nado efeitos citotoxicos (BUKOWSKA, KOWALSKA, 2004; APARICIO et al, 2005;
OLIVEIRA et al, 2009; MUKHERJEE; RAJASEKARAN, 2010; PINTO et al, 2012).

Assim, vem sendo indicadas e utilizadas como um modelo de avaliagao
toxicolégica preliminar in vitro, sobretudo para as substancias com potencial
interesse farmacoldgico com indicagdo e uso terapéutico ou cosmético. Desse

modo, sdo incluidos entre os ensaios preliminares a serem realizados com tais
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substancias, dada a simplicidade de realizagdo e sua capacidade de permitir avaliar
e predizer a ocorréncia ou ndo de efeitos citotdxicos decorrentes da utilizagdo das
mesmas (PINTO et al, 2012; BRASIL, 2012; VO et al, 2016).

2.5.2 Avaliagao da fragilidade osmotica eritrocitaria frente a exposicao a plantas
medicinais e /ou seus extratos

A integridade da membrana celular dos eritrécitos frente a acdo de
determinadas substancias constitui um bom indicador para avaliagédo dos efeitos
biolégicos induzidos por essas substancias, destacando sua importancia nos testes
de avaliagéo de citotoxicidade in vitro (SHARMA; SHARMA, 2001).

Assim, na triagem e avaliacdo de substancias sobre eritrocitos, além da
investigacdo de efeitos citotoxicos através do teste de atividade hemolitica, é
necessario também investigar se a mesma apresenta potencial efeito anti-
hemolitico, no sentido de predizer se a mesma é capaz de exercer ou nao papel
protetor frente a uma situagdo de hemolise induzida (HE et al, 2009; WACZUK et al,
2015).

Essa analise da estabilidade da membrana dos eritrécitos frente a agao de
determinadas substéncias constitui um critério importante para a avaliagdo do
comportamento funcional e da estabilidade dessa estrutura frente a exposicao a tais
compostos (CHIKEZIE et al, 2012). De modo geral, pode ser simulada in vitro
através da exposigao celular a condigbes osmoticas adversas capazes de oferecer
um potencial perigo para a viabilidade celular mediante a indugao de alteragdes na
integridade da membrana celular, aumentando sua fragilidade (HE et al, 2009), de
modo que fornece indicios marcadores da sensibilidade celular frente a mudancgas
osmoticas potencialmente danosos a viabilidade celular (REDDY et al, 2007).

Sua analise baseia-se na observagao dos efeitos hemoliticos produzidos por
uma condicao de desafio osmaético capaz de provocar lise celular e a comparagao
com aqueles observados pela exposigéo celular nas mesmas condigbes e associado
a uma substancia teste para a qual esteja sendo investigada a capacidade de atuar
revertendo e/ou atenuando esses efeitos citotoxicos (CHIKEZIE et al, 2012). Assim,

nesse teste busca-se investigar os possiveis efeitos protetores ou indutores do



32

composto teste frente a alteragbes da membrana celular exposta a condigdes
osmoticas adversas(CHIKEZIE et al, 2012; DUARTE et al, 2016).

A investigacao dos efeitos citotoxicos através do teste de fragilidade osmotica
eritrocitaria tem seu emprego consolidado nas investigagdes dos efeitos bioldgicos
das substancias, fornecendo indicios de evidéncia da agado toxicoldgica in vitro
causada por determinada substancia sobre eritrocitos (REDDY et al, 2007;
CHIKEZIE et al, 2012; DUARTE et al, 2016), constituindo, portanto, um parametro
importante durante a avaliagcdo dos possiveis efeitos toxicoldgicos de substancias
como plantas medicinais e/ou extratos (WACZUK et al, 2015).

2.5.3 Espécies reativas de oxigénio, estresse oxidativo, dano oxidativo e o papel de
substancias antioxidantes enddégenas e exdégenas na regulacdo desses efeitos

Espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo substancias produzidas a partir do
metabolismo celular e incluem compostos reativos como o perdxido de hidrogénio
(H,0,) e radicais livres, como oxigénio singleto ('0.), ion superéxido (O%), ions
hidroxila (OH"). Essas substancias apresentam um carater toxico, além de possuir
alta capacidade reativa junto a estruturas e componentes celulares como membrana
celular, proteinas, enzimas e material genético (HALLIWELL, 1997; BJAPAI et al,
2005; HARSHA; ANILAKUMAR, 2014; MOHAMED et al, 2013).

O acumulo de radicais livre € decorrente de uma alta producdo de EROs, ou
de um contrabalango entre sua produgdo e degradagdo (HALLIWELL, 1997),
podendo causar o aumento progressivo de injurias através da oxidacdo de
biomoléculas, podendo levar a ocorréncia de lesdo celular (HALLIWELL, 1997;
BJAPAI et al, 2005, SOUZA et al, 2007; ALVES et al, 2010; HARSHA,
ANILAKUMAR, 2014; MOHAMED et al, 2013), através da instalagao inicial de um
estresse oxidativo, que pode evoluir progressivamente para um estado de dano
oxidativo (HALLIWELL, 1997).

O organismo é capaz de reverter ou combater os efeitos gerados pelos
radicais livres produzidos durante o processo metabdlico através da acado de
mecanismos antioxidantes enzimaticos, mediante a produgdo de enzimas com agao
antioxidante capazes de reverter e/ou prevenir os efeitos bioldgicos danosos



33

decorrentes das reacgbes e processos oxidativos (HALLIWELL, 1997; RAVI et al,
2004; ALVES et al, 2010). No entanto, em determinados casos, a agdo do
mecanismo antioxidante endégeno pode ser insuficiente para combater os efeitos
oxidativos produzidos pelo organismo, sendo necessaria a suplementagao adicional
de substancias antioxidantes a partir de fontes exégenas (ALVES et al, 2010).

Desse modo, dada a capacidade de prevenir e/ou reverter reagdes oxidativas
de biomoléculas bem como a ocorréncia de estresse e dano oxidativos (McCORD,
2000; ALVES et al, 2010), a indicacdo da utilizagdo de substéncias antioxidantes a
partir de suplementagdo exdgena pode ser considerada como uma ferramenta
auxiliar e importante para a manutencgéo da viabilidade celular e consequentemente
da saude e bem-estar (HARSHA, ANILAKUMAR, 2014).

2.5.4 Avaliacao do potencial antioxidante de plantas medicinais e /ou seus extratos

A necessidade de investigagbes direcionadas a busca de novas fontes de
substancias com atividade antioxidante visando soma-las ao leque dos compostos
antioxidantes ja conhecidas e disponiveis tem se tornado evidente. Nesse aspecto,
atencdo especial tem sido direcionada sobretudo para as substancias provenientes
de origem “natural”’, como as plantas medicinais e/ ou extratos (ALVES et al, 2010;
MOHAMED et al, 2013).

Efeitos antioxidantes de compostos bioativos tem sido relacionados através
de sua atuagdo por meio de mecanismos como a eliminagdo de radicais livres,
participagdo em processos quelantes e processos de redugédo, bem como por meio
de efeitos protetores sobre enzimas antioxidantes (DORNAS et al, 2007; RAVI et al,
2004; MOHAMED et al, 2010; HARSHA; ANILAKUMAR, 2014).

Determinados grupos de substancias presentes na composi¢do quimica de
plantas medicinais e/ou extratos como flavonoides, compostos fendlicos, saponinas
e taninos exercem acgao antioxidante, de modo que plantas medicinais e/ou extratos
que possuam tais compostos em sua composigdo tém sido alvo de investigagédo
visando avaliar potenciais propriedades antioxidantes (SALAH et al, 1995; BAJPAI et
al, 2005; DORNAS et al, 2007; AIYELAAGBE; OSAMUDIAMEN, 2009; GOWRI;
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VASANTHA, 2010; GUTTERIDGE; HALLIWELL, 2010; PEREIRA, CARDOSO, 2012;
MOHAMED et al, 2013; SHRIKANTA et al, 2015).

Assim, visto que a presencga desses constituintes fitoquimicos pode sinalizar a
existéncia de acdo antioxidante para a mesma, a avaliagdo dessa atividade permite
que se possa investigar e atribuir ou ndo a existéncia de propriedades antioxidantes
para as espécies vegetais (HARSHA; ANILAKUMAR, 2014; MOHAMED et al, 2013).

Nesse sentido, a investigacdo e avaliagdo da capacidade antioxidante de
plantas medicinais e/ou extrato tem sido realizada através de testes in vitro
utilizando modelos celulares como eritrocitos (ARBOS et al, 2008), uma vez que
essas células apresentam um sistema antioxidante caracteristico que permite que
reajam com radicais livres e sejam capazes de reverter até certo ponto as reagdes
intracelulares oxidativas potencialmente danosas (ARBOS et al 2008; PINTO et al,
2012).

Quando uma substéncia apresenta atividade oxidante, ha a indugdo de um
estresse oxidativo provocado a partir de reagbes oxidativas em estruturas e
componentes celulares (VISSERS et al, 1998; REDDY et al, 2007), sendo que, no
caso dos eritrocitos, esses danos podem ocorrer na molécula de hemoglobina (Hb).
Desse modo, a investigagéo dos efeitos antioxidantes de uma substancia teste pode
ser feita através da avaliagao das injurias causadas sobre essa molécula (ARBOS et
al, 2008).

Nesse caso, a ocorréncia dos efeitos oxidativos sobre essa molécula é capaz
de levar a transformagdo do estado reduzido de Hb para o estado oxidado de
metahemoglobina (mHb), o qual quando em formacgéo excessiva é capaz de induzir
e perpetuar cada vez mais a ocorréncia das reagbes de desnaturagdo celular
oxidativa (ARBOS et al, 2008).

Desse modo, a avaliagdo da atividade antioxidante pode ser simulada por
meio da realizacdo de testes in vitro com eritrcitos expostos a substancias capazes
de causar a oxidagdo da Hb a mHb, de modo que a capacidade antioxidante da
substancia sob investigagdo sera evidenciada quando a mesma for capaz de
produzir uma redugcdo na formagdo de mHb dos eritécitos (ARBOS et al,
2008),sendo empregados de forma eficaz para a avaliagdo de uma dada substancia
quanto a possibilidade de exercer efeito protetor ou indutor de reagées oxidativas
(ARBOS et al, 2008; PINTO et al, 2012).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O objetivo desse estudo foi avaliar o potencial antifungico do extrato

hidroalcodlico de folhas de Syzygium cumini (Linn.) Skeels sobre cepas do género

Candida, bem como investigar o efeito citotdxico e antioxidante.

3.2 Objetivos especificos

|dentificar os compostos quimicos do extrato hidroalcodlico das folhas de
Syzygium cumini por meio de Cromatografia Gasosa acoplada a espectrometria
de massas (CG-EM);

Avaliar a atividade antifungica do extrato hidroalcodlico das folhas de Syzygium
cumini por meio da determinagdo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e
Concentragdo Fungicida Minima (CFM) sobre cepas de referéncia e isolados
clinicos de fungos do género Candida;

Determinar a agdo do extrato hidroalcodlico das folhas de S. cumini sobre a
cinética de crescimento de cepa de referéncia de C. albicans;

Avaliar a citotoxicidade do extrato hidroalcodlico de folhas de S. cumini sobre
eritrécitos humanos utilizando os testes de hemodlise e fragilidade osmdtica

eritrocitaria;

Investigar o perfil oxidante do extrato hidroalcodlico de folhas de S. cumini e sua
atividade antioxidante na presenca de espécies reativas de oxigénio e de
fenilhidrazina.



36

4 METODOLOGIA

4.1 Delineamento do estudo

O estudo foi realizado a partir de ensaios laboratoriais experimentais in vitro.

4.2 Local da pesquisa

As analises fitoquimicas foram realizados no Laboratério de Analises Quimica
e Ambiental (LAQUISA), do Centro de Ciéncias e Tecnologia da Universidade
Estadual da Paraiba (UEPB), Campus I, Campina Grande-PB.

Os ensaios microbioldgicos foram realizados no Laboratério de Analises e
Diagndstico, localizado no Departamento de Odontologia da Universidade Estadual
da Paraiba (UEPB), Campus I, Campina Grande-PB.

Os testes de avaliacdo da citotoxicidade em eritrécitos humanos foram
realizados no Laboratério de Bioquimica, Genética e Radiobiologia do Departamento
de Biologia Molecular da Universidade Federal da Paraiba (UFPB), Campus I, Jodo
Pessoa-PB.

As analises foram realizadas entre os periodos de Agosto a Dezembro de
2016 e Margo a Maio de 2017.

4.3 Material botanico e processamento vegetal

O material botanico utilizado no estudo foram folhas Syzygium cumini. Estas
foram coletadas no més de Abril de 2015, na Chacara Flor do Campo, localizada na
zona rural do municipio de Campina Grande-PB (7° 22' 25" S, 35° 5§9' 32"W),
nordeste do Brasil.

O espécime de Syzygium cumini (L.) Skeels foi depositado na Colegédo do
Herbario Professor Lauro Pires Xavier do Departamento de Biologia Molecular da
Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa- PB, onde encontra-se identificado
com o numero de voucher: JPB 58.543.

Apo6s a coleta do material botanico, as folhas de Syzygium cumini (L.) Skeels
foram limpas e submetidas a secagem e desidratacdo em estufa com circulagao de
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ar (FANEM — Modelo 330/5), a temperatura de 45°C até a estabilizagao final do
peso. Posteriormente, foram processadas em moinho de facas (Solab Cientifica) de
10 mesh.

O material vegetal utilizado consistiu no extrato hidroalcodlico das folhas de S.
cumini. O método de extragdo utilizado para obtencdo do mesmo foi a percolagao.
Apos extragao, a solugdo extrativa foi concentrada em rotaevaporador sob presséo
reduzida a temperatura média de 45°C, obtendo-se o extrato bruto.

A proporcao utilizada foi de 200 g do material vegetal moido para 1000 mL de
solugdo etandlica a 70%. Esses procedimentos foram realizados no Laboratério de
Desenvolvimento e Ensaios em Medicamentos (LABDEM) do Departamento de
Farmacia da Universidade Estadual da Paraiba, Campina Grande-PB.

Posteriormente, o extrato foi submetido ao processo de liofilizagdo (LS 3000
Terroni®). Esse procedimento foi realizado no Laboratério Multiusuario de
Caracterizacao e Analises, localizado na Universidade Federal da Paraiba, Jodo
Pessoa-PB.

Assim, o material vegetal utilizado nos testes consistiu no extrato
hidroalcodlico liofilizado das folhas Syzygium cumini.

4.4 Andlise fitoquimica

4.4.1 Método de extragcao das amostras

Foram utilizados dois métodos para extrair as substancias do extrato
liofilizado das folhas de Syzygium cumini: Extracdo Liquido-Liquido e Extragcdo em

Fase Sdlida.

Inicialmente pesou-se 0,0125 mg do extrato liofilizado e em seguida
dissolveu-se o mesmo em 2,5 mL de uma solug¢édo de alcool a uma concentragédo de
40 %. Logo apds, o extrato dissolvido foi diluido em agua ultrapura para obtengao de
uma aliquota de 30 mL da amostra. Em seguida, a amostra foi filtrada em membrana
de 0,45 mm para remover particulas suspensas (RIGOBELLO et al, 2015).
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4.4.2 Extragdo Liquido-Liquido

Em um funil de separacao foi adicionado 30 mL do extrato dissolvido a um
pH= 7,0, onde foi adicionado 10 g de NaCl.

Em seguida iniciou-se a extracdo dos compostos organicos presentes no
extrato adicionando-se 100 mL de acetato de etila ao funil de separagao. O funil foi
selado e agitado por 2,0 min, aliviando-se periodicamente a pressao para a liberagao
do vapor dos solventes.

A mistura foi deixada em repouso por 30 min para assegurar a separagao das
fases aquosas e organica.

Apds esse periodo foi feita a separacao entre o extrato e o acetato de etila,
sendo a fase organica transferida para um béquer e a fase aquosa descartada. Em
seguida, a fase organica foi seca adicionando-se 20 g de NaSO, anidro e o
sobrenadante filtrado em membrana de acetato de celulose com tamanho dos poros
de 0,45 ym, sendo transferido para outro béquer. Em seguida, a fase orgéanica
extraida foi colocada em um dessecador até ser reduzido para um volume de 3 mL
(RIGOBELLO et al, 2015).

4.4.3 Método cromatografico

A identificacdo dos compostos organicos presentes no extrato das folhas de
Syzygium cumini foi realizado em um Cromatdgrafo Gasoso (Thermo Scientific
TRACE 1300) acoplado a um Espectrébmetro de Massas com analisador
qguadrupolos (Thermo Scientific ISQ-QD).

A separagao cromatografica foi feita dois tipos de colunas: uma coluna capilar
HP-5MS de silica fundida (30m x 0,25mm x 0,50um) da Varian Technlogies (EZ-
Guard Columns) e uma coluna SPB — 624 (30m x 0,25mm x 0,50um).

A programacao de temperatura de forno do cromatdgrafo gasoso foi
semelhante para as duas colunas utilizadas: 40°C mantido por 2,0 min, 5°C/min até
70°C mantido por 10 min e 10°C/min até 200°C por um tempo de 30 min,

respectivamente.
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O gas de arraste utilizado foi o Hélio com uma vazdo de 1 mL min™. A
temperatura do injetor utilizada foi de 250°C no modo splitless para uma razao de
33,3.

O volume do material injetado foi de 1uL e a deteccgéo foi realizada por um
detector seletivo de massas equipado com uma fonte de impacto de elétrons a 70
eV.

A aquisigéo de dados foram obtidas no modo full scan. A temperatura da fonte
de ions e da linha de transferéncia do Espectrdbmetro de Massas foram,
respectivamente, 250°C e 275°C. A faixa de varredura de m/z foi de 50 a 650 com
um tempo de corte do solvente igual a 5 min.

Os espetros de massa foram comprados com os compostos de referéncia da
biblioteca NIST.

4.5 Micro-organismos envolvidos e preparo do inéculo

Os micro-organismos utilizados no presente estudo foram cepas de referéncia
da American Type Culture Collection (ATCC) de Candida albicans (ATCC 10231),
Candida glabrata (ATCC 90030), Candida krusei (ATCC 6258), Candida tropicalis
(ATCC 750), provenientes da Fundagdo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro-RJ e
estocadas em amostras no Laboratério de Analises e Diagnostico, do Departamento
de Odontologia da Universidade Estadual da Paraiba, Campina Grande-PB.

Além disso, utilizou-se-se cepas clinicas de Candida albicans (LM1) e
Candida albicans (LM3) fornecidas pelo Laboratério de Micologia do Centro de
Ciéncias da Saude (Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa-PB), onde foram
isoladas e identificadas previamente. Essas cepas também encontram-se estocadas
em amostras no Laboratorio de Analises e Diagndstico, do Departamento de
Odontologia da Universidade Estadual da Paraiba, Campina Grande-PB.

O preparo do in6culo para a realizagdo dos testes de suscetibilidade foram
feitos seguindo as recomendagdes do protocolo M27-A3 para leveduras, com
modificacées (CLSI, 2008). Os indculos fungicos foram padronizados em
espectrofotometro (Modelo GT 7220 BioPet Technologies, Monte Alto, Brasil),
utilizando-se o comprimento de onda de 530nm e absorbéncia entre 0,08-0,1,
correspondendo & concentragdo de 5 x 10° UFC/mL.
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As analises foram realizadas apds diluigbes sucessivas dos inéculos, de
modo a obter amostras na concentragéo final de 5 x 10° UFC/mL, sendo que durante
a realizacao dos testes de atividade antimicrobiana, nos pogos das microplacas, esta

caiu pela metade, resultando em uma concentragéo de 2,5 x 10° UFC/mL.
4.6 Reativagao dos micro-organismos

As cepas de referéncia de Candida albicans (ATCC 10231), Candida glabrata
(ATCC 90030), Candida krusei (ATCC 6258), Candida tropicalis (ATCC 750), e as
cepas clinicas de Candida albicans (LM1) e Candida albicans (LM3) foram
reativadas em meio de cultura Agar Sabouraud Dextrose (Difco, Detroit, USA) e
incubadas a 37°C, por 24 h, em atmosfera de aerobiose. Apds esse periodo, trés a
cinco colénias foram coletadas e suspensas em 10 mL de caldo Sabouraud
Dextrose (Difco, Detroit, USA) e incubadas a 37°C, por 24 h.

Apods isso o conjunto foi centrifugado e as células suspensas em 10 mL de
solugdo salina estéril (NaCl 0,9%). Em seguida, a concentracdo de células foi
determinada com auxilio de espectrofotbmetro (Modelo GT 7220 BioPet
Technologies, Monte Alto, Brasil), utilizando-se o comprimento de onda de 530 nm.
A densidade celular foi estabelecida na absorbancia entre 0,08-0,1, equivalente a
concentragao de 5 x 10° UFC/mL (CLSI, 2008).

4.7 Determinagao da atividade antifungica

A atividade antifungica do extrato das folhas de S. cuminifoi determinada
seguindo-se, com modificagdes, as indicagées da normatizagao M27-A3 do Clinical
Laboratory and Standards Institute (CLSI), realizado por meio da técnica da
microdiluicdo em caldo (CLSI, 2008).

A partir desta, foram obtidas os valores da Concentragdo Inibitéria Minima
(CIM) e da Concentracdo Fungicida Minima (CFM) do extrato frente as cepas
avaliadas.

Microplacas com 96 pogos de fundo chato (Cralpast, Cotia, Brasil) foram
preparadas inserindo-se 100 pL de meio de cultura caldo Sabouraud Dextrose
(Difco, Detroit, USA) em todos os pogos. Em seguida, 100 pyL do extrato das folhas
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de S. cumini (4000 pg/mL) foram inseridos na primeira fileira de pogos da
microplaca. Foram utilizados controles farmacolégicos com Nistatina (Sigma- Aldrich,
St. Louis, MO) (256 ug/mL) e Fluconazol (Sigma- Aldrich, St. Louis, MO) (256 pg/mL)
os quais foram realizados inserindo-se 100 uL dessas substancias na primeira fileira
de pogos da microplaca.

Controle de viabilidade dos micro-organismos (auséncia das substancias
antimicrobianas), bem como controle de esterilidade do meio de cultura (auséncia de
inoculagdo de micro-organismos) e controle do veiculo (etanol a 40%), substancia
diluente do extrato, foram também realizados e avaliados para garantir acuracia do
metodo.

Apds a adigao das substancias, foram realizadas diluigbes seriadas (1:2) por
meio da transferéncia de 100 pyL de aliquotas da primeira fileira dos pocgos aos
subsequentes. E em seguida, 100 pL da suspensdo dos micro-organismos diluido
em caldo Sabouraud Dextrose (Difco, Detroit, USA) foram inseridos em todos os
pocos, obtendo uma concentracéo final de 2,5 x 10° UFC/mL.

Desse modo, o extrato foi avaliado entre intervalos de concentragcées de 1000
pg/mL a 7,8 ug/mL e os controles farmacoldgicos de Nistatina e Fluconazol foram
avaliados em concentragGes que variaram de 64 pyg/mL a 0,5 pg/mL.

Em seguida, as microplacas foram incubadas a 37°C, por 24 h em aerobiose.
Ap0Os esse periodo, a CIM foi identificada e definida como a menor concentragéo das
substancias capaz de inibir o crescimento visivel dos micro-organismos avaliados. A
viabilidade dos micro-organismos foi determinada através da utilizacdo do corante
resazurina (0,01%) (Sigma- Aldrich, St. Louis, MO), pipetando-se 50 uL em todos os
POGOS.

A metabolizagdo do corante pelos micro-organismos viaveis resultou na
conversdao do pigmento de coloragdo azulada para coloragédo rosa. A CIM foi
identificada e definida como a menor concentragao das substancias capaz de inibir o
crescimento visivel dos micro-organismos avaliados (CLSI, 2008). Todos os
procedimentos foram feitos em trés experimentos independentes em triplicata (n=9),
e os resultados expressos a partir da moda dos valores obtidos.

Em seguida, a CFM foi determinada a partir da semeadura, em placas de
Petri preparadas com Agar Sabouraud Dextrose (Difco, Detroit, USA), de aliquotas
de 10 pyL das amostras de todos os pogos correspondentes a concentragdes iguais
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ou superiores a CIM. Em seguida, as placas foram incubadas a 37°C por 24 h. A
CFM foi considerada como a menor concentragdo das substancias capaz de inibir o
crescimento dos sub-cultivos. Todos os procedimentos foram feitos em trés
experimentos independentes em triplicata (n=9), sendo os resultados expressos
através da moda dos valores obtidos nos experimentos.

4.8 Efeito do extrato sobre a cinética do crescimento de Candida

O efeito do extrato das folhas de S. cumini sobre a cinética do crescimento foi
determinado pela curva de time-kill, segundo metodologia proposta por Canton et al
(2009), Klepser et al (1997) e De Castro et al (2013), com algumas modificagdes.

Utilizou-se nesse teste cepa de referéncia de Candida albicans (ATCC
10231). O preparo do indculo foi realizado seguindo as recomendagdes do protocolo
M27-A3 para leveduras (CLSI, 2008), conforme descrito previamente. Apos a
obtencdo do indculo, e diluigbes sucessivas, obteve-se suspensdes dos micro-
organismos equivalentes a 5 x 10° UFC/mL.

Microplacas com 96 pogos de fundo chato (Cralpast, Cotia, Brasil) foram
preparadas, inserindo-se 100 pL de meio de cultura caldo Sabouraud Dextrose
(Difco, Detroit, USA) em todos os pogos. Em seguida, foram inseridos na primeira
fileira de pogos da microplaca, 100 yL do extrato das folhas de S. cumini (4000
pg/mL). Para o controle farmacoldgico, usou-se Nistatina (256 ug/mL) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO).

Controle de viabilidade dos micro-organismos (auséncia de antimicrobiano),
bem como controle de esterilidade do meio de cultura (auséncia de inoculagéo de
micro-organismos) e controle do veiculo (diluente do extrato) foram também
realizados e avaliados para garantir acuracia do método.

Apds a adicdo das substancias, foram realizadas diluigbes seriadas (1:2) por
meio da transferéncia de 100 uL de aliquotas da primeira fila de pogos aos pogos
subsequentes. E em seguida, 100 pL da suspens&o dos micro-organismos diluido
em caldo Sabouraud Dextrose (Difco, Detroit, USA) foram inseridas em todos os
pocos, obtendo uma concentracdo final de 2,5 x 10° UFC/mL. Em seguida, as
microplacas foram incubadas a 37°C, por 24 h, em aerobiose (CLSI, 2008).
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Para esse teste, as concentragGes avaliadas para o extrato corresponderam
aquelas equivalentes a 500, 250 e 125ug/mL, correspondentes respectivamente a 4x
CIM, 2x CIM e CIM. Para o controle farmacoldgico, a Nistatina foi avaliada nas
concentragdes de 16, 8 e 4ug/mL, correspondentes respectivamente aos valores 4x
CIM, 2x CIM e CIM.

Realizou-se a semeadura de aliquotas de 10 pL em placas de Petri
preparadas com Agar Sabouraud Dextrose (Difco, Detroit, USA) nos intervalos de
tempo de 0 (momento inicial), e 1, 2, 3, 4, 6, 8, 12 e 24 horas apds o inicio do
ensaio. Apds a coleta, as microplacas e placas de Petri foram incubadas em estufa a
37° C por um periodo de 24h. Decorrido esse periodo, o nimero de micro-
organismos viaveis (UFC/mL) foi avaliado para cada concentragcdo e tempo de
analise. Desse modo, por meio deste teste, péde-se determinar o efeito das
substancias analisadas, segundo a sua concentragdo e o tempo de agao exercido
sobre Candida albicans (ATCC 10231). Os experimentos foram feitos em triplicata

(n=3), e os resultados foram expressos através da média das triplicatas.

4.9 Avaliacao da citotoxicidade em eritrécitos humanos

4.9.1 Material bioldgico

Os teste de citotoxicidade in vitro foram realizadas utilizando eritrocitos
humanos dos tipos A, B, AB, O proveniente de bolsas de sangue obtidas na Unidade
Transfusional do Hospital Universitario Lauro Wanderley (HULW), Universidade
Federal da Paraiba, Jodo Pessoa-PB. O sangue obtido consistiu haquele que seria
descartado, em virtude de ndo ser mais passivel de utilizacdo para finalidades
transfusionais. A manipulagcdo e o descarte dos eritrocitos foram realizados de
acordo com as Normas de Seguranca seguidas pela referida unidade.

4.9.2 Avaliagao do potencial hemolitico em eritrécitos humanos

Para a realizagdo desse ensaio, uma amostra de sangue humano foi

inicialmente misturada com NaCl 0,9% na propor¢do de 1:30. Em seguida essa
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amostra foi centrifugada a 2500 rpm durante 5 minutos para obtencdo do
concentrado de eritrécitos, repetindo-se esse procedimento por mais duas vezes. Ao
final, o sedimento da ultima centrifugagao foi mais uma vez ressuspenso em NaCl
0,9%, obtendo-se uma suspenséo de 0,5% de sangue.

As amostras de 0,5 mL do extrato das folhas de S. cumini em diferentes
concentragbes (31,25; 62,5; 125; 250 e 500 ug/mL) foram adicionadas em tubos
contendo 2 mL da suspenséao de eritrécitos obtidas conforme descrito anteriormente.
Apoés isso, as amostras foram incubadas por 1 hora a 22 £ 2°C sob agitagdo lenta e
constante (100 rpm) e decorrido este tempo foram centrifugadas a 2500 rpm durante
5 min, e a hemdlise das amostras quantificada por espectrofotometria, através da
leitura das absorbancias em espectrofotometro (Modelo GT 7220 BioPet
Technologies, Monte Alto, Brasil) a um comprimento de onda de 540nm.

Uma suspensao dos eritrocitos foi utilizada como controle negativo (0% de
hemdlise) e uma suspensdo dos eritrocitos acrescida de Triton X-100 a 1% foi
utilizada como controle positivo (100% de hemolise) (RANGEL et al, 1997).

Todos os experimentos foram realizados em triplicata (n=3), e os resultados
foram expressos através da média + erro padrao da média.

4.9.3 Avaliagéo da fragilidade osmatica de eritrocitos humanos

As amostras de 0,5 mL do extrato das folhas de Syzygium cumini em
diferentes concentragdes (31,25; 62,5; 125; 250 e 500 ug/mL) foram adicionadas em
tubos contendo 2 mL de uma solugédo de eritrécitos a 0,5% (obtidas conforme
descrito anteriormente), e incubados por 1 hora a 25 + 2 °C. Decorrido este tempo,
as amostras foram centrifugadas a 2500 rpm por 5 minutos, descartando-se o
sobrenadante.

O sedimento de eritrécitos foi ressuspenso em uma solucdo hipoténica de
NaCl 0,24% e agitados a 100 rpm por 20 minutos, sob temperatura de 22 + 2°C.
Apés isto, as amostras foram centrifugadas a 2500 rpm por 5 minutos, sendo a
hemdlise quantificada por meio da leitura das absorbancias de uma aliquota do
sobrenadante, através de espectrofotémetro (Modelo GT 7220 BioPet Technologies,
Monte Alto, Brasil), em um comprimento de onda de 540nm (DACIE, 2001).
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Uma solugcado de eritrocitos foi utilizada como controle negativo (0% de
hemdlise), enquanto que o controle positivo (100% de hemodlise) consistiu em uma
solucao de eritrocitos adicionados a solucao de NaCl 0,24%.

Os resultados foram expressos em percentual de hemdlise em comparagao
ao grupo controle positivo. Os experimentos foram realizados em ftriplicata (n=3),

sendo os resultados expressos através da média £ erro padrdo da média.

4.9.4 Avaliagéo do potencial antioxidante em eritrocitos humanos na presenga de
espécies reativas de oxigénio

O experimento foi realizado de acordo com metodologia proposta por Bilto et
al (2012), com algumas modificagées.

Amostras do extrato das folhas de Syzygium cumini em diferentes
concentragdes (31,25; 62,5; 125; 250 e 500 ug/mL) foram adicionados em tubos
contendo 2 mL de uma solugao de eritrécitos a 0,5 % (obtida conforme descrito
anteriormente), com adigdo de uma solugédo de perdxido de hidrogénio (H20,) (40
mM). Os tubos foram incubados por 4 h a 25 + 2 °C e decorrido esse periodo, as
amostras foram centrifugadas a 2500 rpm durante 5 minutos e a hemodlise foi
quantificada através da leitura de wuma aliquota do sobrenadante em
espectrofotdmetro (Modelo GT 7220 BioPet Technologies, Monte Alto, Brasil) a um
comprimento de onda de 540 nm (RANGEL et al, 1997).

Amostras contendo solugdo de eritrocitos foram utilizadas como controle
negativo. Por outro lado, o controle positivo correspondeu a solugdo de eritrécitos
associados a solugdo de H,O, 40 mM (100% de hemdlise). Foi também utilizado um
padrao contendo Hemoglobina (Hb) + H,O, + Vitamina C (1000 ug/mL).

Todos os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados foram
expressos através do percentual de hemdlise em comparagdo ao grupo controle
positivo.
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4.9.5 Avaliagéo do potencial oxidante e do potencial antioxidante em eritrécitos

humanos na presenca de fenilhidrazina

Para a investigacdo do potencial oxidante foi preparado inicialmente uma
suspensdo de eritrocitos a uma concentracdo de 30% em Tampao fosfato salino
(PBS) (11,35 NaH,P04.2H,0; 24,36g Na,HPO, e 7,18g NaCl para 1L; pH 7,4)
suplementado com glicose (200 mg/dL), pH 7,6.

Apds a obtencdo dessa suspensdo, as amostras do extrato das folhas de
Syzygium cumini nas diferentes concentragdes testadas (31,25; 62,5; 125; 250 e 500
pg/mL) foram adicionadas a tubos contendo 2 mL da suspenséo de eritrocitos a 30%
em Tampéao fosfato salino conforme descrito acima.

As amostras foram incubados por um periodo de 1 h sob agitagédo lenta e
constante (100 rpm) a 22 + 2°C.

Decorrido esse periodo, as amostras foram centrifugadas a 2500 rpm durante
5 min e a porcentagem de metahemoglobina (mHb) em relagdo a hemoglobina (Hb)
total foi quantificada em espectrofotémetro (Modelo GT 7220 BioPet Technologies,
Monte Alto, Brasil) em comprimentos de onda de 630nm e 540nm, respectivamente.
A porcentagem de mHb formada foi comparada com os valores obtidos para a
fenilhidrazina, agente oxidante utilizado como controle positivo (ARBOS et al, 2008).

Para o ensaio de investigagao do potencial antioxidante, apos o periodo de
incubacao de 1h referente a etapa descrita anteriormente, foi adicionado 1 mmol/L
do agente oxidante fenilhidrazina, e em seguida as suspensdes foram aeradas e
mantidas sob agitagdo lenta e constante (100 rpm) por 20 minutos a 22 + 2 °C.
Decorrido este periodo, as amostras foram centrifugadas a 2500 rpm durante 5
minutos, diluidas em tampéo fosfato (9g Na,HPO4.12H,0, 5,79 KH,PO,4 para 1L) e a
porcentagem de mHb em relagdo a Hb total foi quantificada através da leitura em
espectrofotdmetro (Modelo GT 7220 BioPet Technologies, Monte Alto, Brasil) a 630
nm e 540 nm, respectivamente.

O percentual de mHb formado foi comparado com os valores obtidos para o
grupo contendo vitamina C (20 mmol/L) agente anti-oxidante (ARBOS et al, 2008).

Todos os experimentos foram realizados em triplicata(n=3), e os resultados
foram expressos através do percentual de formagao de metahemoglobina em fungao
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da hemoglobina mHb (%Hb), em comparagdo ao grupo controle positivo (Hb +
fenilhidrazina) (ARBOS et al, 2008).

4.10 Analise estatistica

Os resultados do ensaio do efeito do extrato sobre a cinética do crescimento
de Candida foram analisados através do programa SPSS Statistics para Windows®
versdo 20.0, considerando-se o nivel de significancia de 5%. A comparagao entre os
produtos testados foram realizados dentro de cada tempo utilizando-se o teste de
analise de variancia a um fator fixo (ANOVA one-way) e pos-teste de Tukey.

Os resultados obtidos nos testes de citotoxicidade utilizando-se eritrocitos
humanos foram analisados utilizando-se o software GraphPad Prism 6.0® (San
Diego, CA, EUA) empregando-se o teste ANOVA seguido pelo pds-teste de Dunnett.
Os valores foram expressos como a média + erro padrao da meédia (e.p.m.) ou

desvio padrao da média (d.p.) e considerados significativos quando p < 0,05.
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5 ASPECTOS ETICOS

Uma vez que os testes envolveram a utilizagdo de material biologico
proveniente de seres humanos, os mesmos foram realizados de acordo com as
diretrizes e normas da Resolugédo 466/2012 CNS.

Previamente a condugédo e realizagdo dos experimentos, o Projeto de
Pesquisa foi registrado na Plataforma Brasil, no site do Ministério da Saude e
submetido para avaliagdo e apreciagdo do Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da Universidade Estadual da Paraiba, Campina Grande-PB, onde recebeu
parecer de aprovagao (Anexo 1) sob o numero CAAE: 62508416.8.0000.5187.
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6 RESULTADOS

Os resultados do presente trabalho foram divididos em dois artigos cientificos,

0S quais serao apresentados a seguir:
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ARTIGO 1
Periddico: Archives of Oral Biology
Fator de Impacto:1,733

Qualis Odontologia A2
Artigo formatado segundo as normas de publicagdo do periodico (Anexo B)
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RESUMO:

OBJETIVO: O objetivo desse estudo foi analisar fitoquimicamente o extrato
hidroalcodlico bruto de folhas de Syzygium cumini (L.) Skeel e investigar seu
potencial antifungico sobre espécies do género Candida. METODOLOGIA: As folhas
de S cumini (Myrtaceae) foram coletadas na regido do semiarido paraibano,
municipio de Campina Grande/PB, Brasil. O extrato foi obtido por meio do método
de percolagédo e quimicamente caracterizado através de cromatografia gasosa
associada a espectrometria de massa. A atividade antifungica foi determinada por
meio da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Fungicida Minima
(CFM) sobre C. albicans (ATCC 10231), C. glabrata (ATCC 90030), C. krusei (ATCC
6258), C. tropicalis (ATCC 750) e cepas clinicas de C. albicans (LM1) e C. albicans
(LM3), observou-se também nesse estudo, sua agao sobre a cinética de crescimento
de C. albicans (ATCC 10231). Os dados foram avaliados por meio do teste ANOVA
seguido pelos pds-testes de Tukey, admitindo valor a=0,05. RESULTADOS: No total
35 compostos foram identificados, sendo 2,2-Dimetoxibutano; 4H-Piran-4-ona,2,3-di-
hidro-3,5-di-hidroxi-6-metil-; 5-Hidroximetilfurfural; 2,4-Di-hidroxi-2,5-dimetil-3 (2H) -
furan-3-ona, Acido propanodioico e dimetil éster as substancias majoritarias
presentes no extrato. O extrato demonstrou valores de CIM entre 31,25 e 125 ug/mL
e CFM entre 250 e >1000 ug/mL, com efeito fungistatico sobre as cepas testadas,
sendo esse mais significativo por um periodo de oito horas de exposi¢do a C.
albicans. CONCLUSOES: O extrato demonstrou potencial antifiungico promissor,
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devendo ser melhor investigado em virtude de perspectivas futuras quanto indicagao
e utilizagao clinica como modalidade terapéutica antifungica alternativa.
Palavras-chave: Candidiase oral; Agentes antifungicos; Extratos de plantas;
Syzygium cumini; Atividade antifungica.

ABSTRACT

OBJECTIVE: The objective of this study was to analyze phytochemically the
hydroalcoholic raw extract of Syzygium cumini (L.) Skeel leaves and to investigate its
antifungal potential on species of the Candida genre. METHODOLOGY: The S
cumini (Myrtaceae) leaves were collected in Campina Grande, in the semiarid region
of Paraiba, Brazil. The extract was obtained by percolation and it was chemically
characterized through gas chromatography combined with mass spectrometry. The
antifungal activity was determined through Minimum Inhibitory Concentration (MIC)
and Minimum Fungicide Concentration (MFC) over C. albicans (ATCC 10231), C.
glabrata (ATCC 90030), C. krusei (ATCC 6258), C. tropicalis (ATCC 750) and C.
albicans (LM1) and C. albicans (LM3) clinical strains. We also observed the
antifungal action over the C. albicans (ATCC 10231) growth kinetics. The data were
evaluated by the ANOVA test and by the Tukey post-tests, considering the value
a=0,05. Results: A total of 35 compounds were identified, knowing that 2,2-
Dimethoxybutane; 4H-Pyran-4-one,2,3-di-hydro-3,5-di-hydroxy-6-methyl-; 5-
Hydroxymethylifurfural; 2,4-Di-hydroxy-2,5-dimethyl-3 (2H) -furan-3-one, propanedioic
acid and dimethyl ester were the main substances found in the extract. The extract
showed MIC values among 31,25 and 125 pyg/mL and MFC among 250 and >1000
pg/mL, with fungistatic effect over the tested strains, mainly after they were exposed
to the C. albicans for an eight hours period. CONCLUSIONS: The extract showed a
promising antifungal potential, therefore, it should be better analyzed in order to
discover its indication and clinical use as an alternative antifungal therapeutic
modality.

Key words: Oral candidiasis; Antifungal agents; Plants extracts; Syzygium cumini;
Antifungal activity.

INTRODUCAO

A candidose é uma infeccdo que tem como agente etioldgico os fungos do
género Candida (THEIN et al, 2006; PELEG et al, 2010; ZOMORODIAN et al, 2011;
BENSADOUN et al, 2011; WILLIAMS et al, 2011). Essa condi¢cao pode manifestar-
se clinicamente desde uma infeccdo superficial, até formas mais graves e de
intensidade variavel, podendo causar comprometimento sistémico (THEIN et al,
2006). Nesse contexto, sendo considerada um problema de saude publica com
elevada prevaléncia e morbidade. Algumas das suas causas estdo relacionados a
imunossupresséo (ALVES et al, 2014; GULATI; NOBILE, 2016; SILVA et al, 2011);
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uso de antibidticos de largo espectro; higiene bucal deficiente e uso de dispositivos
protéticos (THEIN et al, 2009; PELEG et al, 2010; GOW et al, 2011; BENSADOUN et
al, 2011; WILLIAMS et al, 2011; SILVA-ROCHA et al, 2015), sendo esses ultimos, de
interesse na pratica clinica odontolégica.

Candida albicans é a espécie mais prevalente nessas infec¢des, embora a
mesma também esteja associada a outras espécies fungicas (PELEG et al, 2010;
ZOMORODIAN et al, 2011; BENSADOUN et al, 2011; WILLIAMS et al, 2011) e
bacterianas de forma comensal e formando biofiimes mistos (THEIN et al, 2006).
Nesses casos, além da Candida albicans as espécies mais encontradas sao Candida
glabrata, Candida krusei, Candida parapsilosis e Candida tropicalis (MARTINS et al,
2016).

A ocorréncia de patdgenos resistentes e a toxicidade causada por alguns
antifungicos, sinaliza a necessidade para a realizagdo de investigagdes voltadas a
descoberta de novas possibilidades terapéuticas direcionadas contra infec¢des
causadas por fungos do género Candida (FENNER et al, 2006; COSTA et al, 2009;
COLEMAN et al, 2010; PEREIRA et al, 2016), incluindo-se aquelas envolvendo
plantas medicinais e/ ou seus extratos, ja que essas podem fornecer resultados
terapéuticos promissores para o tratamento de afecgées fungicas como a candidose
(COSTA et al, 2009).

Nessa perspectiva, destaca-se o Syzygium cumini (L.) Skeels, pertencente
a familia Myrtaceae, e conhecida popularmente como jambolao, azeitona, azeitona-
roxa, oliva (MIGLIATO et al, 2006; SRIVASTAVA; CHANDRA, 2013). Essa planta
apresenta uso na medicina popular com diversas indicagbes terapéuticas,
demonstrando ag¢des farmacolégicas como efeitos hipoglicemiante, antimicrobiano e
antiinflamatério (MIGLIATO et al, 2006; MIGLIATO et al, 2007; AYYNAMAR,;
SUBASH-BABU, 2012), sugerindo- se um valor terapéutico promissor (GOWRI,
VASANTHA, 2010), inclusive demonstrando acao antifungica sobre diferentes
espécies de Candida (HOFLING, et al, 2010; OLIVEIRA et al, 2007; PEREIRA et al,
2016), indicando a necessidade de investigagdes sobre seu potencial antifungico.

Desse modo, este estudo tem como objetivos realizar a identificagdo dos
constituintes quimicos do extrato das folhas de Syzygium cumini mediante analise
fitoquimica, bem como a investigagao do potencial antifungico sobre cepas clinicas e
de referéncia de fungos do género Candida.



54

MATERIAIS E METODOS
Material botanico e processamento vegetal

O material botanico utilizado nesse estudo foram folhas de Syzygium
cumini, as quais foram coletadas em abril de 2015, na zona rural do municipio de
Campina Grande-PB, Brasil (7° 22' 25" S, 35° 59' 32"W). O espécime vegetal foi
depositado na Colegdo do Herbario Professor Lauro Pires Xavier (Departamento de
Biologia Molecular, Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa- PB), identificado
sob o numero de voucher JPB 58.543.

Apéds a coleta do material, as folhas foram limpas e submetidas a secagem
e desidratacdo em estufa com circulagdo de ar (FANEM — Modelo 330/5), a
temperatura de 45°C, por um periodo de 14 dias alcangando a estabilizagao final do
peso. Posteriormente, foram pulverizadas em moinho de facas (Solab Cientifica-
Modelo SL 30) de 10 mesh.

O peso inicial das folhas secas de S. cumini correspondeu a 458 g, apos
reducao significativa da umidade do material vegetal resultou um total de 450,21 g,
significando que o extrato apresenta um bom rendimento.

O método de extragao utilizado para obtencdo do extrato foi a percolagéo,
com agitagao ocasional, realizando-se duas trocas do solvente, durante cinco dias. A
proporcao utilizada foi de 200g do material vegetal moido para 1000 mL de solugao
etandlica a 70%. O extrato foi evaporado sob presséo reduzida em rotaevaporador a
40°C com 70 rpm para eliminagdao do solvente. Posteriormente, o extrato
hidroalcodlico foi liofilizado (Liofilizador LS 3000 Terroni®) com temperatura de -20°C
a -40°C.

Analise fitoquimica
Meétodo de Extragdo das amostras

Foram utilizados dois métodos para extrair as substancias do extrato das
folhas de Syzygium cumini: Extragéo Liquido-Liquido e Extragdo em Fase Solida.
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Inicialmente pesou-se 0,0125 mg do extrato liofilizado e dissolveu-se o
mesmo em 2,5 mL de uma solugdo de etanol a uma concentragéao de 40%.

Em seguida, o extrato dissolvido foi diluido em agua ultrapura para obtengao
de uma aliquota de 30 mL da amostra e filtrado em membrana de 0,45 mm para
remover particulas suspensas (RIGOBELLO et al, 2015).

Extragdo Liquido-Liquido

Em um funil de separacgéao foi colocado 30 mL do extrato dissolvido a um pH=
7,0, onde foi adicionado 10 g de NaCl. Em seguida iniciou-se a extragao dos
compostos organicos presentes no extrato adicionando-se 100 mL de acetato de
etila ao funil de separagao. O funil foi selado e agitado por 2,0 min, aliviando-se
periodicamente a pressao para a liberagao do vapor dos solventes.

A mistura foi deixada em repouso por 30 min para assegurar a separagdo das
fases aquosas e organica.

Apos esse periodo foi feita a separagao entre o extrato e o acetato de etila,
sendo a fase organica transferida para um béquer de 250 mL, e a fase aquosa
descartada. Em seguida, a fase orgénica foi seca adicionando-se 20 g de NaSO4
anidro e o sobrenadante filtrado em membrana de acetato de celulose com tamanho
dos poros de 0,45 uym, sendo transferido para outro béquer. Em seguida, a fase
organica extraida foi colocada em um dessecador até reduzido o volume para 3 mL
(RIGOBELLO et al, 2015).

Método Cromatografico

A identificacdo dos compostos organicos presentes no extrato das folhas de
Syzygium cumini foi realizado em um Cromatdgrafo Gasoso (Thermo Scientific
TRACE 1300) acoplado a um Espectrémetro de Massas com analisador
quadrupolos (Thermo Scientific ISQ-QD).

A separagédo cromatografica foi feita em dois tipos de colunas: uma coluna
capilar HP-5MS de silica fundida (30m x 0,25mm x 0,50um) da Varian Technlogies
(EZ-Guard Columns) e uma coluna SPB — 624 (30m x 0,25mm x 0,50um).
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A programacao de temperatura de forno do CG foi semelhante para as duas
colunas utilizadas: 40°C mantido por 2,0 min, 5°C/min até 70°C mantido por 10 min e
10°C/min até 200°C por um tempo de 30 min, respectivamente.

O gas de arraste utilizado foi o Hélio com uma vazdo de 1 mbL/min. A
temperatura do injetor utilizada foi de 250°C no modo splitless para uma razao de
33,3.

O volume do material injetado foi de 1uL e a detecgao foi realizada por um
detector seletivo de massas equipado com uma fonte de impacto de elétrons a 70
eV.

A aquisicao de dados foram obtidas no modo full scan. A temperatura da fonte
de ions e da linha de transferéncia do Espectrdbmetro de Massas foram,
respectivamente, 250 e 275°C. A faixa de varredura de m/z foi de 50 a 650 com um
tempo de corte do solvente igual a 5 min.

Os espetros de massa foram comprados com os compostos de referéncia da
Biblioteca National Instutite of Standards and Technology/NIST.

Micro-organismos envolvidos e preparo do inéculo

Os micro-organismos utilizados neste estudo foram cepas de referéncia de
Candida albicans (ATCC 10231), Candida glabrata (ATCC 90030), Candida krusei
(ATCC 6258), Candida tropicalis (ATCC 750), além de cepas clinicas de Candida
albicans (LM1) e Candida albicans (LM3) fornecidas pelo Laboratério de Micologia
do Centro de Ciéncias da Saude (Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa-
PB), onde foram isoladas e identificadas previamente.

Os preparos dos inéculos para a realizagado dos testes de suscetibilidade
foram feitos seguindo as recomendagbdes do protocolo M27-A3 para leveduras
(CLSI, 2008).

Os micro-organismos foram reativados em meio de cultura Agar Sabouraud
Dextrose (Difco, Detroit, USA) e incubados a 37°C, por 24 h, em atmosfera de
aerobiose. Apds esse periodo, trés a cinco colbnias foram coletadas e suspensas
em 10 mL de caldo Sabouraud Dextrose (Difco, Detroit, USA) e incubadas a 37°C,

por 24 h. Apos isso o conjunto foi centrifugado e as células suspensas em 10 mL de
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solugao salina estéril (NaCl 0,9%). Em seguida, as concentragbes de células dos
indculos fungicos foram padronizados com auxilio de espectrofotémetro (Modelo GT
7220 BioPet Technologies, Monte Alto, Brasil) utilizando-se o comprimento de onda
de 530 nm. A densidade celular foi estabelecida na absorbéancia entre 0,08-0,1,
equivalente a concentragdo de 5 x 10° UFC/mL (CLSI, 2008). Procedeu-se a
realizagdo de diluicdes sucessivas, para a obtengdo de amostras dos indculos na
concentragdo de 5 x 10° UFC/mL. Durante a realizagdo dos testes de atividade
antifiingica, a concentracgdo testada correspondeu a 2,5 x 10° UFC/mL nos pogos da
microplaca.

Determinagao da atividade antifingica

A atividade antifungica do extrato foi determinada com base nas indicagées
da normatizacdo M27-A3 do Clinical Laboratory and Standards Institute (CLSI),
adotando-se algumas modificagées. Os ensaios foram realizados por meio da
técnica da microdiluigdo em caldo (CLSI, 2008), visando a determinacao dos valores
da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e da Concentragdo Fungicida Minima
(CFM) do extrato e dos farmacos frente as cepas de Candida avaliadas.

Microplacas de fundo chato com 96 pogos (Cralpast, Cotia, Brasil) foram
preparadas inserindo-se 100 pL de meio de cultura caldo Sabouraud Dextrose
(Difco, Detroit, USA) em todos os pogos. Em seguida, foram inseridos na primeira
fileira de pogos da microplaca 100 pyL do extrato (4000 pg/mL), bem como de
controles farmacolégicos como Nistatina (256 pg/mL) (Sigma- Aldrich, St. Louis, MO)
e Fluconazol (256 pg/mL) (Sigma- Aldrich, St. Louis, MO).

Controle de viabilidade dos micro-organismos (auséncia de antimicrobiano),
bem como controle de esterilidade do meio de cultura (auséncia de inoculagédo de
micro-organismos) e controle do veiculo (etanol a 40%, utilizado como substancia
diluente do extrato) foram também realizados e avaliados para garantir acuracia do
metodo.

Apéds a adicdo das substancias, foram realizadas diluicbes seriadas (1:2)
por meio da transferéncia de 100 yuL de aliquotas da primeira fileira dos pogos para
as demais linhas subsequentes. E em seguida, 100 yL da suspensédo dos micro-

organismos foram inseridos em todos os pogos, obtendo uma concentragao final de
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2,5 x 10° UFC/mL. Desse modo, o extrato foi avaliado entre intervalos de
concentragbes de 1000 pg/mL a 7,8 ug/mL enquanto os controles farmacolégicos de
foram avaliados em concentragdes que variaram de 64 yg/mL a 0,5 pg/mL.

Em seguida, as microplacas foram incubadas a 37°C, por 24 h, em
aerobiose. Apés isso, a viabilidade dos micro-organismos foi determinada através da
utilizagdo do corante resazurina (0,01%) (Sigma- Aldrich, St. Louis, MO), pipetando-
se 50 pL em todos os pogos. A metabolizagdo do corante pelos micro-organismos
viaveis resultou na conversdo do pigmento de coloragcdo azulada para coloragéo
rosa. Apos esse periodo, a Concentragao Inibitéria Minima (CIM) foi identificada e
definida como a menor concentragao das substancias capaz de inibir o crescimento
visivel dos micro-organismos avaliados (CLSI, 2008). Todos os procedimentos foram
realizados em triplicata e os resultados expressos a partir da moda dos valores
obtidos.

Para a determinagéo da Concentragdo Fungicida Minima (CFM), aliquotas
de 10 pL de todos os pogos correspondentes as concentragdes iguais ou superiores
a CIM foram transferidas e semeadas em placas de Petri preparadas com Agar
Sabouraud Dextrose (Difco, Detroit, USA). Em seguida, as placas foram incubadas a
37°C por 24 h e apos esse periodo foi feita a analise visual das mesmas para
determinar os valores das CFM.

A CFM foi considerada como a menor concentracao das substancias capaz
de inibir o crescimento dos subcultivos. Todos os procedimentos foram feitos em
triplicata, sendo os resultados expressos através da moda dos valores obtidos nos

experimentos.

Efeito do extrato sobre a cinética do crescimento de Candida albicans

O efeito do extrato das folhas de S. cumini sobre a cinética do crescimento foi
determinado pela curva de time-kill, segundo metodologia proposta por Canton et al
(2009), Klepser et al (1997) e De Castro et al (2013), com algumas modificagdes.

Utilizou-se nesse teste cepas de referéncia de C. albicans (ATCC 10231). O
preparo do indculo foi realizado seguindo as recomendagdes do protocolo M27-A3
para leveduras (CLSI, 2008), conforme descrito previamente. Apds a obtencdo do
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indculo, e diluicbes sucessivas, obteve-se suspensées dos micro-organismos
equivalentes a 5 x 10° UFC/mL.

Microplacas de fundo chato com 96 pogos (Cralpast, Cotia, Brasil) foram
preparadas inserindo-se 100 pL de meio de cultura caldo Sabouraud Dextrose
(Difco, Detroit, USA) em todos os pogos. Em seguida, foram inseridos na primeira
fileira de pogos da microplaca, 100 yL do extrato (4000 pg/mL), assim como
Nistatina (256 pg/mL) (Sigma- Aldrich, St. Louis, MO). Controle de viabilidade dos
micro-organismos (auséncia de antimicrobiano), bem como controle de esterilidade
do meio de cultura (auséncia de inoculagdo de micro-organismos nos pogos) €
controle do veiculo (etanol 40%, diluente do extrato) foram também realizados e
avaliados. Apds a adigdo das substancias, foram realizadas diluigdes seriadas (1:2)
por meio da transferéncia de 100 uL de aliquotas da primeira fileira de pogos para as
demais linhas subsequentes. E em seguida, 100 yL da suspensdo dos micro-
organismos foram inseridos em todos os pogos, obtendo uma concentragao final de
2,5 x 10° UFC/mL. Em seguida, as microplacas foram incubadas a 37°C, por 24 h,
em aerobiose (CLSI, 2008).

Para esse teste, as concentragdes avaliadas para o extrato corresponderam
aquelas equivalentes a 500, 250 e 125ug/mL, correspondentes respectivamente a 4x
CIM, 2x CIM e CIM. Para o controle farmacolodgico, a nistatina foi avaliada nas
concentragdes de 16, 8 e 4ug/mL, correspondentes respectivamente aos valores 4x
CIM, 2x CIM e CIM.

Realizou-se a semeadura de aliquotas de 10 pL em placas de Petri
contendo Agar Sabouraud Dextrose (Difco, Detroit, USA) nos intervalos de tempo de
0 (momento inicial), e 1, 2, 3, 4, 6, 8, 12 e 24 horas apds o inicio do ensaio. Apds a
coleta, as microplacas e placas de Petri foram incubadas em estufa a 37°C por um
periodo de 24h. Decorrido esse periodo, 0 numero de micro-organismos viaveis
(UFC/mL) foi avaliado para cada concentragao e tempo de andlise. Desse modo, por
meio deste teste, pdde-se determinar o efeito das substancias analisadas, segundo
a sua concentragéo e o tempo de agéo exercido sobre C. albicans (ATCC 10231). O
experimento foi feito em triplicata (n=3), e os resultados foram expressos através da

média dos numeros de UFC/mL obtido das triplicatas.
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Analise estatistica

Os resultados do ensaio da agéo do extrato sobre a cinética do crescimento
de Candida foram analisados por meio do programa SPSS Statistics para Windows®
versao 20.0 (IBM,Chicago,USA), considerando-se o nivel de significancia de 5%. As
comparagoes entre os produtos testados foram realizados dentro de cada tempo
utilizando-se o teste de andlise de variancia a um fator fixo (ANOVA one-way) e pos-
teste de Tukey.

RESULTADOS
Analise fitoquimica

A composi¢cao quimica do extrato das folhas de S. cumini encontra-se
descrita nos quadros 1 e 2 apresentados a seguir. O quadro 1 descreve o0s
compostos identificados através da analise cromatografica na coluna capilar HP-
5MS, enquanto o quadro 2 descreve compostos identificados a partir da analise na
coluna SPB — 624.

Foram considerados e incluidos na descricdo das substancias presentes no
extrato os compostos que apresentaram probabilidade = 40% com os picos de
referéncia encontrados pela biblioteca NIST de espectros de massas.

Desse modo, foram identificados 34 compostos diferentes no total, sendo
estes distribuidos entre compostos de natureza polar e apolar.

Os resultados mostraram que o0s cinco compostos que apresentaram
maiores valores de probabilidade de acordo com a porcentagem de probabilidade
pela biblioteca/NIST dos espectros de massa foram 2,2-Dimetoxibutano (97,77%);
4H-Piran-4-ona,2,3-di-hidro-3,5-di-hidroxi-6-metil- (identificado nas duas colunas,
com percentuais de probabilidade iguais a 94,17%, na Coluna SPB — 624 e 93,09%
na Coluna capilar HP-5MS); 5-Hidroximetilfurfural (89,15%); 2,4-Di-hidroxi-2,5-
dimetil-3 (2H) -furan-3-ona (87,74%); Acido propanodioico, dimetil éster (83,95%).
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Quadro 1- Identificacdo dos compostos presentes no extrato das folhas de Syzygium cumini por
cromatografia gasosa acoplada a um espectrémetro de massas (coluna capilar HP-5MS).

Pico TR COMPOSTO NUMERO [ P (%) FM PM
(min) CAS
1 5,95 3-Furanmetanol 4412-91-3 | 44,29 CsHeO- 98
2 6.54 4-Ciclopenteno-1,3-diona 930-60-9 | 46,60 CsH40, 96
3 7.56 | Acido propanodioico, dimetil 108-59-8 83,95 CsHgOy4 132
éster
4 7.79 1,2-Ciclopentanodiona 3008-40-0 | 44,84 CsHeO- 98
5 9.36 2,4-Di-hidroxi-2,5-dimetil-3 | 10230-62-3 | 87,74 CeHgO4 144
(2H) -furan-3-ona
6 17,86 Timina 65-71-4 65,32 | CsHeNO, | 126
7 18,77 Dimetil DL-malato 38115-87-6 | 41,36 | CgH100s5 162
8 19,41 3,3-Dimetil- tietano 13188-85-7 | 67,50 CsH10S 102
9 19,47 | 4H-Piran-4-ona, 2,3-di-hidro- | 28564-83-2 | 93,09 CeHgO4 144
3,5-di-hidroxi-6-metil-
10 | 20,73 Alfa-Terpineol 98-55-5 51,47 | C4HsO | 154
11 21,42 | Acido pentandico, 2,2-dimetil- 813-68-3 45,67 | CgH4602 144
,metil éster
12 21,98 5-Hidroximetilfurfural 67-47-0 40,63 CeHsO3 126
13 | 22,35 4-Bromo-2-clorofenol 3964-56-5 | 75,82 | CsH4BrCIO | 206
14 | 26,19 | Fenol, 2,6-bis (1,1-dimetiletil) 128-39-2 40,17 | Cy4HO | 206
15 | 26,42 | Acido benzdico,4-etoxi-,etil 23676-09-7 | 72,01 | C11H1405 | 194
éster
16 | 26,69 2-Butinal 1119-19-3 | 48,20 C4H40O 68
17 27,13 Alcool cariofileno NA 40,57 | C45H260 222
18 | 28,13 Etil a-D-glucopiranosido NA 53,59 | CgH10s | 208
19 29,98 | 2-Pentadecanona, 6,10,14- 502-69-2 44 54 | CqgH360 268
trimetil-
20 | 31,17 | 7,9-di-terc-butil-1- oxaspiro | 82304-66-3 | 64,36 | C47H2403 | 276
(4.5) deca-6,9-dieno-2,8-
diona
21 32,33 Palmitato de etilo 628-97-7 47,02 | CigH360, | 284
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22

35,11

Fitol

150-86-7

43,94

C20H400

296

(Legenda: TR= Tempo de retengdo; P = Porcentagem de probabilidade pela biblioteca dos espectros
de massa; FM = Férmula molecular; PM = Peso molecular)

Quadro 2- Identificagdo dos compostos presentes no extrato das folhas de Syzygium cumini por por

cromatografia gasosa acoplada a um espectrometro de massas (Coluna SPB — 624).

Pico TR COMPOSTO NUMERO | P (%) FM PM
(min) CAS
1 6,74 2,2-Dimetoxipropano 77-76-9 43,82 | CsH20, | 104
2 8,02 Hidrazina, 1,2-dimetil- 540-73-8 46,06 CoHgN> 60
3 9.62 o-terc-Butil-hidroxilamina NA 52,98 | C4H11NO | 89
4 11,56 2,2-Dimetoxibutano 3453-99-4 | 97,77 | CgH140, | 118
5 18,23 3,3-dimetoxi-2-butanona 21983-72-2 | 58,99 | CgH1203 | 132
6 18,65 (2-etil-1,3-dioxolan-4-il) 53951-44-3 | 66,68 | CgH203 | 132
metanol
7 21,70 2-Furano metanol 98-00-0 50,76 | CsHgO2 98
8 24,59 | 2,4-Di-hidroxi-2,5-dimetil-3 10230-62-3 [ 62,60 | CgHgO4 144
(2H) -furan-3-ona
9 24,92 2-(5H)-furanona 497-23-4 60,25 | C4H4O: 84
10 25,33 Dihidroxiacetona 96-26-4 45,72 | CsHgO3 90
11 25,64 (+)-3,4-Dehidroprolina NA 40,89 | CsHgNO | 112
amida
12 29.63 4H-Piran-4-ona, 2,3-di- 28564-83-2 | 94,17 | CgHsO4 144
hidro-3,5-di-hidroxi-6-metil-
13 32.53 5-Hidroximetilfurfural 67-47-0 89,15 | C¢HeO3 126
14 34.68 Hidroquinona 123-31-9 40,73 CeHsO2 110

(Legenda: TR= Tempo de retengéo; P = Porcentagem de probabilidade pela biblioteca dos espectros
de massa; FM = Férmula molecular; PM = Peso molecular)

Atividade antifingica

A atividade antifungica do extrato e dos farmacos padrao sobre as cepas de

Candida foi avaliada por meio da determinagcdo das concentragbes capazes de

exercer efeitos inibitorios e letais sobre o crescimento dos microrganimos (tabela 1)
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expressos através dos valores da CIM e CFM, bem como a descricdo da relagéo

CFM/CIM.

Tabela 1- Atividade antifingica do extrato das folhas de Syzygium cumini e de farmacos padrao sobre
fungos do género Candida (valores de CIM e CFM expressos em ug/mL).

MICRO-ORGANISMOS/SUBSTANCIAS CIM CFM Relagéao
CFM/CIM

C. albicans (ATCC 10231)
Extrato S. cumini 125 1000 8
Nistatina 4 64 16
Fluconazol 32 >64 >2
C. glabrata (ATCC 90030)
Extrato S. cumini 62,5 >1000 >16
Nistatina 2 64 32
Fluconazol >64 >64 >1
C. albicans (ATCC 10231) + C. glabrata (ATCC
90030)
Extrato S. cumini 125 1000 8
Nistatina 4 32 8
Fluconazol >64 >64 >1
C. krusei (ATCC 6258)
Extrato S. cumini 31,25 250 8
Nistatina >64 >64 >1
Fluconazol >64 >64 >1
C. tropicalis (ATCC 750)
Extrato S. cumini 62,5 >1000 >16
Nistatina 4 >64 >16
Fluconazol 8 >64 >8
C. albicans (LM1)
Extrato S. cumini 31,25 1000 32
Nistatina 4 16 4
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Fluconazol 64 >64 >1

C. albicans (LM3)

Extrato S. cumini 31,25 >1000 >32
Nistatina 2 >64 >32
Fluconazol 32 >64 >2

Diante dos dados, percebe-se que o extrato das folhas de S. cumini
apresenta efeitos antifungicos sobre as cepas de Candida testadas, demonstrado
valores de CIM entre 31,25 a 125 uyg/mL para esses micro-organismos. Observa-se
que as cepas de isolados clinicos de C. albicans (LM1) e C. albicans (LM3) e a cepa
de referéncia de C. krusei (ATCC 6258) apresentam maior sensibilidade a agao

antifungica do extrato.

Efeito do extrato sobre a cinética do crescimento de Candida albicans

A andlise sobre o efeito antifungico do extrato de S. cumini e da Nistatina
sobre o crescimento de células plancténicas de C. albicans (ATCC 10231) foi
avaliada sob diferentes concentragdes e tempos de acdo das substancias (Figura 1
e Tabela 2), visando a investigagdo dos seus efeitos sobre a cinética do crescimento

desse micro-organismo.
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Figura 1. Efeito do extrato das folhas de Syzygium cumini e Nistatina sobre a cinética de crescimento
de Candida albicans (ATCC 10231). Resultados expressos através da média do numero de micro-
organismos (em UFC/mL) segundo os diferentes tempos de acdo sob exposicdo ao extrato e a

Nistatina.
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Tabela 2- Efeito do extrato das folhas de Syzygium cumini e da Nistatina sobre a cinética do
crescimento de Candida albicans (ATCC 10231) (valores expressos em média do numero de

UFC/mL).
Letras distintas indicam diferenga estatisticamente significativa
T Gr | Conc. Mean SD p T Gr Conc. Mean SD o]
Oh | Extr | CIM 1566,67 152,75 | a| 0,697 6h Extr [ CIM 1666,67 1858,31 a | 0,096
2xCIM | 2133,33 896,29 | a 2xCIM 1000,0 360,56 a
4xCIM [ 1933,33 577,35 | a 4xCIM 1600,0 1228,82 | a
Nist | CIM 1733,33 776,75 | a Nist | CIM 566,67 814,45 a
2xCIM | 2500,0 1135,78 | a 2xCIM 266,67 288,68 a
4xCIM | 2433,33 115,47 | a 4xCIM 100,0 173,21 a
cv 611,11 280,38 | a cv 344,44 412,65 a
cc 655,0 72,78 a cc 655,0 692,96 a
1h | Extr | CIM 1800,0 45826 | al| 0,059 8h Extr | CIM 5300,0 4256,76 | a | 0,001
2xCIM | 1066,67 115,47 | a 2xCIM 3000,0 245764 | a
4xCIM | 1200,0 871,78 | a 4xCIM 3100,0 1539,48 | a
Nist | CIM 1433,33 650,64 | a Nist | CIM 666,67 305,51 b
2xCIM 900,0 624,5 a 2xCIM 66,67 57,74 bc
4xCIM | 733,33 305,51 a 4xCIM 0,0 0,0 c
cv 233,33 150,0 a cv 3022,22 3592,28 | a
ccC 444,33 120,3 a ccC 5400,0 4267,32 | a
2h | Extr | CIM 700,0 45826 | a| 0,100 12h | Extr | CIM 10000,0 0,0 b | 0,001
2xCIM | 1033,33 665,83 | a 2xCIM 10000,0 0,0 b
4xCIM | 1100,0 458,26 | a 4xCIM 10000,0 0,0 c
Nist | CIM 533,33 321,46 | a Nist | CIM 466,67 115,47 a
2xCIM 500,0 264,58 | a 2xCIM 466,67 461,88 a
4xCIM | 133,33 152,75 | a 4xCIM 166,67 288,68 a
Ccv 300,0 223,61 a Ccv 7877,78 3281,68 | a
cc 100,0 86,6 a cc 10000,0 0,0 a
3h | Extr | CIM 1033,33 | 901,85 | a| 0,095 24h | Extr | CIM 10000,0 0,0 b | 0,001
2xCIM | 1033,33 | 1040,83 | a 2xCIM 10000,0 0,0 b
4xCIM | 666,67 152,75 | a 4xCIM 10000,0 0,0 b
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Nist | CIM 633,33 208,17 | a Nist | CIM 6800,0 5542,56 | a
2xCIM | 800,0 624,5 a 2xCIM 466,67 723,42 a
4xCIM | 433,33 450,92 | a 4xCIM 0,0 0,0 a
cv 133,33 141,42 | a cv 10000,0 0,0 a
cC 355,33 344,56 | a ccC 10000,0 0,0 a

4h | Extr [ CIM 333,33 57,74 |a]| 0,135
2xCIM | 766,67 57,74 |a
4xCIM | 966,67 | 351,19 |a
Nist [ CIM 700,0 72111 | a
2xCIM | 266,67 | 11547 |a
4xCIM | 266,67 | 152,75 | a
cv 100,0 158,11 | a
cc 166,33 | 152,53 |a

“(Legenda: T= Tempo; Gr =Grupos testados (Extr.=Extrato; Nist=Nistatina; CV= Controle do veiculo;
CC= Controle de crescimento); Mean= Média do nimero de UFC/mL; SD= Desvio padrao; p= valor de
p obtido através da analise estatistica)

De modo geral, comparando-se separadamente os grupos experimentais nas
diferentes concentragdes testadas e os grupos controle nos diferentes periodos de
tempo avaliados (figura 1), a exposi¢cdo dos micro-organismos a concentragbées do
extrato equivalentes a CIM (125ug/mL) e 2x CIM (250 pg/mL) demonstrou menores
valores de média de numero de UFC/mL no periodo de quatro horas de exposigao.
Por outro lado, considerando-se os mesmos parametros, para a maior concentragao
testada (4x CIM= 500 pg/mL), o numero de micro-organismos sofreu a maior
reducdo quantitativa no niumero de UFC/mL no periodo equivalente a trés horas de
contato com o mesmo.

Entretanto, a comparagédo entre o0s grupos experimentais com suas
respectivas concentragdes e os grupos controle dentro de cada periodo de tempo
(tabela 2) evidenciou que embora os menores valores de média do numero de
UFC/mL foram observados nos periodos de trés a quatro horas de exposicao ao
extrato, esses dados ndo demonstram diferenga estatisticamente significativa em

relagéo a Nistatina e aos controles utilizados nesse teste.
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Diferenga estatisticamente significativa foi observada apenas no intervalo de
tempo igual ou superior a oito horas de exposicdo de C. albicans as diferentes
concentragoes (125, 250 e 500 yg/mL) do extrato de S. cumini, sendo esta diferenca
verificada em comparacdao aquela obtida para as diferentes concentracdes da
Nistatina (4, 8 e 16 pg/mL).

Por outro lado, nos periodos de exposicao de 12 e 24 horas, o extrato de S.
cumini nao demonstrou efeitos sobre a inibicdo do crescimento fungico, visto que
nesses periodos de tempo os micro-organismos apresentaram crescimento maximo
verificado. Entretanto, a Nistatina foi capaz de provocar uma redugédo do numero de
micro-organismos, apresentando, entretanto, discreto aumento quantitativo no
crescimento dos mesmos, quando testada na concentracao equivalente a CIM ou e
até mesmo eliminagdo destes na concentracdo equivalente a 4x CIM. O efeito
antifangico observado para a Nistatina nesses periodos de tempo exibiu diferenca
estatisticamente significativa quando comparada aquele observado pelo contato dos
micro-organismos com as diferentes concentracdes do extrato.

Os resultados dessa analise sugerem que o extrato apresenta acao
fungistatica sobre C. albicans (ATCC 10231), demonstrando efeito inibitério
significativo sobre o crescimento desse micro-organismo, sobretudo quando o
mesmo é exposto a agédo do extrato em um intervalo de tempo de 8 horas.

DISCUSSAO

A diminuicdo da susceptibilidade e/ou resisténcia aos agentes
tradicionalmente utilizados na terapéutica antifungica (THEIN et al, 2009; DOI et al,
2016; GULATI; NOBILE, 2016; SAVASTRANO et al, 2016) tem evidenciado e
sinalizado a necessidade da investigagcdo de novas substancias com potencial
antifungico (FENNER et al, 2006; COSTA et al, 2009; COLEMAN et al, 2010;
PEREIRA et al, 2016), inclusive aquelas a base de plantas medicinais e/ou extratos,
a exemplo do Syzygium cumini.

Nesse cenario, uma vez que diferentes atividades bioldgicas que podem
ser atribuidas a presenca de determinados compostos presentes nas plantas
(AIYELAAGBE; OSAMUDIAMEN, 2009; EVENSEN; BRAUN, 2009), pode-se
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mencionar que a atribuicdo de possiveis efeitos antimicrobianos relacionados ao
extrato de folhas de S. cumini, investigada no presente estudo pode ser atribuida em
virtude da presenga de grupos de compostos bioativos como saponinas, compostos
fendlicos, taninos e flavonoides realizados mediante triagem fitoquimica preliminar
(CARTAXO-FURTADO et al, 2015; PEREIRA et al, 2016).

Isso pode ser corroborado com base nas evidéncias disponiveis na
literatura, as quais associam a presencga de determinados grupos de compostos
fitoquimicos a existéncia de diferentes atividades bioldgicas, a exemplo de efeitos
antimicrobianos a compostos fendlicos (SOOBRATTEE et al, 2005; HARSHA,;
ANILAKUMAR, 2014; CARTAXO-FURTADO et al, 2015), flavonoides
(AIYELAAGBE; OSAMUDIAMEN, 2009; CARTAXO-FURTADO et al, 2015) e taninos
(AIYELAAGBE; OSAMUDIAMEN, 2009; GOWRI; VASANTHA, 2010;CARTAXO-
FURTADO et al, 2015), bem como efeitos antifungicos a compostos fendlicos
(EVENSEN; BRAUN, 2009), flavonoides (PEREIRA et al, 2016) e saponinas
(AIYELAAGBE; OSAMUDIAMEN, 2009; GOWRI; VASANTHA, 2010; COLEMAN et
al, 2010; PEREIRA et al, 2016).

Desse modo, a identificagdo fitoquimica (CG-EM) realizada neste estudo
confirma a presencga de diversas substancias pertencentes as diferentes classes de
compostos mencionados, corroborando assim a possibilidade da existéncia desses
efeitos antimicrobianos, além de permitir identificar de forma mais especifica a
composi¢cdo quimica do extrato, inclusive evidenciando os possiveis compostos
majoritarios responsaveis pela atividade biolégica de interesse.

Dentre os compostos identificados no extrato, o 4H-Piran-4-ona, 2,3-di-
hidro-3,5-di-hidroxi-6-metil- pertence a classe dos flavonoides (TEOH; DON; UJANG,
2011; TEOH; DON, 2015), podendo-se sugerir que esse composto possa ser uma
das substancias responsaveis pela atividade biolégica do extrato, uma vez que o
mesmo apresenta relatos de agéo antimicrobiana, antifungica (TEOH; DON; UJANG,
2011; PENG; DON, 2013; TEOH; DON, 2015) e antioxidante, dentre outras
(CECHOVSKA et al, 2011; TEOH; DON; UJANG, 2011; PENG; DON, 2013).

Além da identificagdo fitoquimica do extrato, a investigacdo da acao
antifungica desse material vegetal suscita a necessidade de conhecer e classificar a
atividade antimicrobiana do mesmo frente a diferentes micro-organismos, podendo

esta ser estabelecida com base no nivel de inibigdo microbiana a partir dos valores
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da CIM demonstrado sobre os microganismos avaliados (ALIGIANNIS et al, 2001;
HOLETZ et al, 2002; SARTORATTO et al 2004; MORALES et al, 2008).

Nessa perspectiva, pode-se afirmar que o extrato das folhas de S. cumini
apresenta potencial antimicrobiano ativo sobre todas as cepas de Candida testadas,
dado ter demonstrado valores de CIM <1000 uyg/mL para esses micro-organismos
(HOLETZ et al, 2002; MORALES et al, 2008).

Ademais, sinaliza-se que o potencial antimicrobiano do extrato pode ser
caracterizado como bom (CIM<100 pg/mL) a moderado (CIM de 100 ug/mL -500
Mg/mL) (HOLETZ et al, 2002; MORALES et al, 2008) para os micro-organismos
testados, tendo demonstrado um bom potencial antimicrobiano sobre cepas de C.
glabrata (ATCC 90030), C. tropicalis (ATCC 750), C. krusei (ATCC 6258), e cepas
de isolados clinicos C. albicans (LM1) e C. albicans (LM3), enquanto que para a C.
albicans (ATCC 10231) e para a associagdo de C. albicans (ATCC 10231) + C.
glabrata (ATCC 90030), o extrato demonstrou um potencial antimicrobiano
moderado.

Por outro lado, de acordo com as classificagées propostas por Aligiannis et
al (2001) e Sartoratto et al (2004), o extrato pode ser considerado como detentor de
forte potencial antimicrobiano para todas as cepas de Candida avaliadas, conforme
classificagao de acordo com os valores de CIM <500 pg/mL (Aligiannis et al, 2001) e
CIM entre 50 pg/mL-500 ug/mL (Sartoratto et al, 2004).

A investigagcdo do potencial antifungico do extrato permitiu também
caracteriza-lo quanto a sua atividade antifungica com base na avaliagdo da relagao
CFM/CIM proposta por Siddiqui et al (2013), tendo demonstrado ac¢ao fungistatica
(CFM/CIM = 4) sobre todas as cepas de Candida avaliadas. Esses dados permitiem
corroborar os resultados de investigagdes preliminares realizados sobre C. albicans
(ATCC 10231) (PEREIRA et al, 2016), permitindo ainda expandir a constatagdo
desse efeito inibitério de crescimento do extrato sobre diferentes cepas adicionais de
fungos do género Candida, inclusive cepas obtidas de isolados clinicos de pacientes
imunodeprimidos.

Neste estudo é de grande importancia enfocar o bom potencial antifungico,
de acordo com Holetz et al (2002) e Morales et al (2008), apresentado pelo extrato
de S. cumini sobre a inibicdo de crescimento de cepas provenientes de isolados

clinicos.
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Nessa perspectiva, esses achados sao promissores, uma vez que
diferentemente da tendéncia de micro-organismos obtidos através de isolados
clinicos apresentarem maior resisténcia antifungica, inclusive as drogas padréo
(OLIVEIRA et al, 2007; COSTA et al, 2009; DE CASTRO et al, 2013), essas cepas
demonstram maior sensibilidade a agdo do extrato, inclusive quando comparada a
maioria das cepas de referéncia analisadas.

Por outro lado, quando comparado a suscetibilidade dos micro-organismos
aos agentes antifungicos padrado, pode-se evidenciar uma menor sensibilidade de
algumas cepas como C. glabrata (ATCC 90030), associacao de C. albicans (ATCC
10231) + C. glabrata (ATCC 90030) e C. krusei (ATCC 6258), a agéo do fluconazol,
corroborando a problematica evidenciada anteriormente acerca da demonstragéo de
efeitos de resisténcia microbiana dessa natureza frente a esse e a outros
antifungicos usualmente empregados na terapéutica de candidose bucal (THEIN et
al, 2009; DOl et al, 2016; GULATI; NOBILE, 2016; SAVASTRANO et al, 2016).

De modo semelhante, a constatagdo da menor sensibilidade antifungica
evidenciada pela associagao de C. albicans (ATCC 10231) com a C. glabrata (ATCC
90030) frente a agédo do extrato e do fluconazol reflete e corrobora a comprovagéo
de um maior padrdo de patogenicidade e viruléncia atribuida a associacdo desses
micro-organismos. Esse dado corrobora os achados de estudos que caracterizam a
co-infeccdo desses micro-organismos como uma condigdo de dificil tratamento
(ALVES et al, 2014), evidenciada em virtude de sua resisténcia ao fluconazol
(GOMES et al, 2011; SAVASTANO et al, 2016) e a outros agentes antifungicos
como miconazol, itraconazol, e anfotericina B (SAVASTANO et al, 2016).

De todo modo, com base nos resultados obtidos neste estudo e de acordo
com os sistemas de classificagbes para a categorizagdo do nivel de inibicdo
microbiana, pode-se afirmar que o extrato de folhas de S. cumini apresenta potencial
antimicrobiano promissor sobre as cepas de Candida. Essa afirmagao também
encontra respaldo a partir dos achados de outros estudos prévios realizados com
extrato obtido a partir das folhas de S. cumini (OLIVEIRA et al, 2007; COSTA et al,
2009; PEREIRA et al, 2016).

Nesse aspecto, entretanto é necessario enfatizar que a despeito desses
resultados, a existéncia de diferencas metodoldgicas nos estudos, sobretudo nos de
Oliveira et al (2007) e Costa et al (2009) pode representar variagbes que podem
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influenciar nos resultados dos niveis de inibicdo microbiana, devendo, portanto, ser
considerados e ponderados, sobretudo no que se refere aos aspectos associados a
forma de obtencao, processamento do material vegetal e padronizagao do extrato; a
categoria e as espécies de micro-organismos avaliados, como por exemplo da
utilizagdo de cepas de referéncia e/ou cepas clinicas isoladas de pacientes; além
metodologias dos testes de verificagdo dos efeitos antimicrobianos (COSTA et al,
2009).

Por outro lado, resultados como os de Pereira et al (2016), representam as
mesmas condicbes de utilizacdo do material vegetal que aquelas utilizadas no
presente estudo, visto que ambas as investigagbes empregam o extrato obtido a
partir da mesma planta e sob as mesmas condi¢ées. Desse modo, o presente
estudo permitiu a reprodutibilidade de alguns parametros previamente avaliados por
Pereira et al (2016), além de contemplar a realizacdo de investigagbes adicionais as
previamente obtidas. Nesse sentido, essas investigagcbes complementares referem-
se sobretudo a utilizagdo de ensaios empregando cepas de Candida diferentes das
previamente avaliadas, além de incluir as analises com cepas provenientes de
isolados clinicos de pacientes. Assim, a presente pesquisa representa um conjunto
de investigagbes referentes a longitudinalidade dos ensaios destinados a
bioprospecgéao dos efeitos bioldgicos do extrato das folhas de S. cumini.

Adicionalmente, a investigagdo do efeito bioldgico do extrato de folhas de S.
cumini sob diferentes concentragbes e intervalos de tempo teve sua importancia
ressaltada sobretudo em virtude de permitir elucidar as melhores condi¢bes nas
quais o mesmo exerceu seu efeito antimicrobiano (KLEPSER et al, 1997; CANTON
et al,2009; DE CASTRO et al, 2013), determinando, portanto, os melhores perfis
para 0s quais sua utilizagao poderia ser indicada.

Assim, ao mesmo tempo em que a realizagao desse teste representou uma
abordagem inédita, em virtude da auséncia de investigagdes preliminares através de
ensaios desse tipo envolvendo o extrato das folhas de S. cumini, permitiu também
estimar um possivel intervalo de tempo para o qual o extrato é capaz de exercer o
melhor efeito antifungico, sinalizando uma possivel evidéncia a ser preconizada na
posologia do mesmo em uma futura utilizagao clinica.

Nesse sentido, uma vez que o cumprimento do correto intervalo de tempo

preconizado entre administragdes sucessivas de um antimicrobiano representa um
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dos fatores cruciais no sentido de se evitar o desenvolvimento da resisténcia
microbiana, sobretudo em substancias fungistaticas (ANDES et al, 2006), o
conhecimento desse parametro deve ser levado em consideragdo no sentido de
prevenir a ocorréncia de uma possivel indugdo de resisténcia microbiana frente a
utilizagdo do extrato das folhas de S. cumini, dado o efeito fungistatico evidenciado
pelo mesmo.

Em virtude da investigagdo da atividade antimicrobiana desse extrato
vegetal ter demonstrado resultados promissores, e considerando-se a possibilidade
de uma futura indicagéo terapéutica do mesmo (COSTA et al, 2009), investigacdes
adicionais sdo necessarios durante as analises de bioprospeccdo dos efeitos
biologicos do extrato das folhas de S. cumini, a exemplo de analises direcionadas a
avaliagbes de aspectos relacionados a citotoxicidade in vitro do mesmo, bem como

acerca de sua toxicidade in vivo.

CONCLUSOES

O extrato de folhas de S. cumini apresenta potencial antimicrobiano ativo,
demonstrando efeitos antifungicos promissores, sobre as cepas de Candida
testadas. Esses efeitos podem ser atribuidos a presenca de compostos majoritarios
identificados no extrato, sobretudo o 4H-Piran-4-ona, 2,3-di-hidro-3,5-di-hidroxi-6-
metil-, dada a agado antimicrobiana e antifungica associada a esse composto. O
extrato apresenta acgado fungistatica sobre as espécies de Candida avaliadas,
exercendo efeito sobre a inibigdo do crescimento fungico de C. albicans, sendo esse
significativo em periodos de tempo de oito horas de exposicdo a diferentes
concentracbes do extrato. Em virtude do extrato de folhas de S. cumini ter
demonstrado resultados promissores, e considerando-se a possibilidade de
perspectivas futuras quanto a indicagdo e utilizagdo clinica do mesmo como
modalidade terapéutica antifungica alternativa, investigagbes adicionais sao
necessarios para avaliar aspectos relativos a citotoxicidade e toxicidade do mesmo.
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RESUMO:

OBJETIVO: O objetivo desse estudo foi analisar os potenciais citotoxico, oxidante e
antioxidante do extrato bruto das folhas de Syzygium cumini. (L.) Skeel.
METODOLOGIA: As folhas de S cumini (Myrtaceae) foram coletadas na regido do
semiarido paraibano, no municipio de Campina Grande/PB, Brasil. O extrato foi
obtido por método de percolagdo. Testes de citotoxicidade foram realizados a partir
dos ensaios de hemodlise e fragilidade osmética em eritrécitos humanos. Avaliou-se
também o potencial oxidante e antioxidante do extrato na presenga de fenilhidrazina
e espécies reativas de oxigénio, respectivamente. Dados foram avaliados através do
teste  ANOVA seguido pelo pods-teste de Dunnett, admitindo valor a=0,05.
RESULTADOS: O extrato apresenta baixa atividade hemolitica em concentragbes
de 31,25; 62,5 e 125 ug/mL, exercendo efeito protetor sobre hemdlise induzida por
estresse osmotico, nessas mesmas concentragées, dependendo do tipo sanguineo
testado. Além disso, as concentragbes de 31,25 e 62,5 ug/mL demonstram efeitos
antioxidantes frente a estresse oxidativo induzido pelo peréxido de hidrogénio.
Entretanto, ndo demonstra ag¢do antioxidante frente a fenilhidrazina, ao mesmo
tempo em que quando utilizado em concentragées < 125 pg/mL n&o induz a
ocorréncia de oxidagdo nos eritrécitos. CONCLUSOES: Em concentracdes
terapéuticas, o extrato demonstrou baixa citotoxicidade sobre eritrocitos,
apresentando efeito protetor sobre células expostas a situagbes de estresse
osmotico e oxidativo. Portanto, sugere-se a possbilidade de mais analises citotoxicas
in vivo tendo em vista perspectivas futuras quanto a sua indicagao e utilizagado
clinica.

Palavras-chave: Extratos de plantas; Syzygium cumini; Testes de toxicidade;
Eritrocitos; Antioxidantes.
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ABSTRACT

OBJECTIVE: The objective of this study was to analyze the cytotoxic, oxidant and
antioxidant potentials of the raw extract of Syzygium cumini leaves. (L.) Skeel.
METHODOLOGY: The S cumini (Myrtaceae) leaves were collected in Campina
Grande, in the semiarid region of Paraiba, Brazil. The extract was obtained by
percolation. Cytotoxicity tests were done from the hemolysis and osmotic fragility
experiments in human erythrocytes. We also examined the extract’s oxidant and
antioxidant potentials in the presence of phenylhydrazine and reactive oxygen
species, respectively. The data were evaluated by the ANOVA test and by the
Dunnett post-tests, considering the value 0=0,05. RESULTS: The extract shows a
low hemolytic activity in concentrations of 31,25 pg/mL, 62,5 pyg/mL and 125 pg/mL,
having a protective effect over osmotic stress induced hemolysis, at the same
concentrations, depending on the blood type used. The concentrations of 31,25
Mg/mL and 62,5 ug/mL show antioxidant effects in relation to oxidative stress induced
by hydrogen peroxide. However, there is no antioxidant action when it is exposed to
phenylhydrazine and it does not induce oxidation in the erythrocytes when used in
concentrations < 125 ug/mL.

CONCLUSIONS: In therapeutic concentrations the extract showed a low cytotoxicity
over the erythrocytes, manifesting a protective effect over cells exposed to osmotic
and oxidative stress situations. Thus, we suggest that new cytotoxic analysis in vivo
should be done in order to discover future perspectives about its indication and
clinical use.

Key words: Plants extracts; Syzygium cumini; Toxicity tests; Erythrocytes;
Antioxidants.

INTRODUGCAO

A utilizacdo de plantas medicinais para fins curativos € uma pratica que
remota origens antigas (BRASIL, 2006). Desde os primordios da humanidade e
durante um longo periodo de tempo constituiram a unica fonte de substancias para
as quais os homens dispunham para utilizagdo com finalidades terapéuticas
(MIGLIATO et al, 2007).

A indicagdo popular do uso das plantas medicinais € importante para a
abordagem e indicagao da selegédo de plantas para a investigagao de seu potencial
farmacolégico e da comprovagao de sua agéo e eficacia como fonte promissora para
a descoberta de novos agentes terapéuticos alternativos para o tratamento de
doencas (ALBUQUERQUE; HANAZAKI, 2006).

Uma vez que as pesquisas envolvendo plantas medicinais e/ou extratos
podem fornecer resultados terapéuticos promissores para a elucidagdo de novas
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possibilidades terapéuticas direcionadas para o tratamento de infec¢des de interesse
para a Odontologia, (COSTA et al, 2009).

Nessa perspectiva, destaca-se o Syzygium cumini (L.) Skeels, Myrtaceae,
apresentando outras sinonimias como Syzygium jambolanum, Eugenia jambolana,
Eugenia cumini. Nativa de regides tropicais, essa planta pode ser encontrada em
algumas regibes subtropicais, inclusive no Brasil, onde distribui-se nas regides
Sudeste, Nordeste e Norte, sendo conhecida popularmente por jambolao, azeitona,
azeitona-roxa, oliva. (MIGLIATO et al, 2006; AYYNAMAR; SUBASH-BABU, 2012;
BALIGA et al, 2013; SRIVASTAVA; CHANDRA, 2013). Diferentes partes dessa
planta sao indicadas e utilizadas na medicina popular para diversas finalidades
terapéuticas, demonstrando efeitos hipoglicemiantes, antimicrobianos e
antiinflamatorios (MIGLIATO et al, 2006; MIGLIATO et al, 2007; AYYNAMAR,;
SUBASH-BABU, 2012; BALIGA et al, 2013; CHAGAS et al, 2015), sinalizando a
existéncia de potencial efeito antimicrobiano de interesse para a Odontologia.

Nesse aspecto, torna-se necessario realizar investigagdes sobre os potenciais
efeitos bioldgicos que o uso de extratos a base dessa planta pode causar (PEREIRA
et al, 2016), sobretudo aquelas direcionadas a investigagcbes de parametros
relacionados a sua eficacia e seguranga, visando a fornecer informagdes que
possam assegurar a garantia e o controle de qualidade de seu uso (MIGLIATO et al,
2007; NOLDIN et al, 2003; VARANDA, 2006).

Desse modo, este estudo tem como objetivos realizar a investigagédo dos
potenciais citotoxico, oxidante e antioxidante do extrato das folhas de Syzygium

cumini por meio de testes in vitro com eritrocitos humanos.

MATERIAIS E METODOS

Material botanico e processamento vegetal

O material botanico utilizado nesse estudo foram folhas de Syzygium

cumini, as quais foram coletadas em abril de 2015, na zona rural do municipio de

Campina Grande-PB, Brasil (7° 22' 25" S, 35° 59' 32"W). O espécime vegetal foi
depositado na Colegao do Herbario Professor Lauro Pires Xavier (Departamento de
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Biologia Molecular, Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa- PB), identificado
sob o numero de voucher JPB 58.543.
Ap0s a coleta do material, as folhas foram limpas e submetidas a secagem

e desidratacdo em estufa com circulagdo de ar (FANEM — Modelo 330/5), a
temperatura de 45°C, por um periodo de 14 dias alcangando a estabilizagao final do
peso. Posteriormente, foram pulverizadas em moinho de facas (Solab Cientifica -
Modelo SL 30) de 10 mesh.

O método de extragao utilizado para obtencdo do extrato foi a percolagéo,
com agitagao ocasional, realizando-se duas trocas do solvente, durante cinco dias. A
proporcao utilizada foi de 200g do material vegetal moido para 1000 mL de solugao
etandlica a 70%. O extrato foi evaporado sob presséo reduzida em rotaevaporador a
40°C com 70 rpm para eliminagdo do solvente. Posteriormente, o extrato
hidroalcodlico foi liofilizado (Liofilizador LS 3000 Terroni®) com temperatura de -20°C
a -40°C.

Avaliagao da citotoxicidade em eritrécitos humanos
Material biolégico

Testes de citotoxicidade in vitro foram realizados utilizando eritrocitos
humanos dos tipos A, B, AB, O, provenientes de bolsas de sangue obtidas na
Unidade Transfusional do Hospital Universitario Lauro Wanderley/ Universidade
Federal da Paraiba, Jodo Pessoa-PB). O sangue obtido consiste naquele que seria
descartado, em virtude de ndo ser mais passivel de utilizagdo para finalidades

transfusionais.
Aspectos éticos

Uma vez que os testes de citotoxicidade in vitro envolveram a utilizagdo de
material biolégico proveniente de seres humanos, os mesmos foram realizados de
acordo com as diretrizes e normas da Resolugdo 466/2012 CNS. O Projeto de
Pesquisa foi registrado na Plataforma Brasil e submetido para avaliagédo e

apreciacdo do Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade
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Estadual da Paraiba, Campina Grande-PB, aprovado com numero de CAAE:
62508416.8.0000.5187.

Concentragoes testadas

As concentragbes do extrato hidroalcodlico liofilizado de folhas de S. cumini
utilizadas neste estudo foram determinadas com base nos resultados obtidos
através de estudo preliminar sobre o potencial antifungico deste material vegetal
sobre cepas clinicas e de referéncia de fungos do género Candida (FIGUEIREDO-
JUNIOR et al, 2017), através do qual o extrato demonstrou valores de Concentragdo
Inibitéria Minima (CIM) de 31,25 pg/ mL para C. krusei (ATCC 6258) e para cepas
clinicas de C. albicans (LM1) e C. albicans (LM3), 62,5 ug/mL para C. glabrata
(ATCC 90030) e C. tropicalis (ATCC 750) e 125 ug/mL para C. albicans (ATCC
10231) e associagao de C. albicans (ATCC 10231) + C. glabrata (ATCC 90030).

Avaliacao do potencial hemolitico em eritrécitos humanos

Para a realizagdo desse ensaio, uma amostra de sangue humano foi
inicialmente misturada com Cloreto de sddio (NaCl) 0,9% na proporgao de 1:30. Em
seguida essa amostra foi centrifugada a 2500 rota¢des por minuto (rpm) durante 5
minutos para obtencdo do concentrado de eritrocitos, repetindo-se esse
procedimento por mais duas vezes. Ao final, o sedimento da ultima centrifugagéo foi
mais uma vez ressuspenso em NaCl 0,9%, obtendo-se uma suspensao de 0,5% de
sangue.

As amostras de 0,5mL do extrato de S. cumini em diferentes concentragdes
(31,25; 62,5; 125; 250 e 500 pg/mL) foram adicionadas em tubos de ensaio
contendo 2 mL da suspenséo de eritrécitos obtidas conforme descrito anteriormente.
Apos isso, as amostras foram incubadas por 1 hora a 22 + 2°C sob agitagéo lenta e
constante (100 rpm) e decorrido este tempo foram centrifugadas a 2500 rpm durante
5 min, sendo a hemdlise das amostras fei quantificada em espectrofotdmetro
(Modelo GT 7220 BioPet Technologies, Monte Alto, Brasil) através da leitura das

absorbancias em um comprimento de onda de 540nm. Uma suspensdo dos
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eritrécitos foi utilizada como controle negativo (0% de hemdlise) e uma suspensao
dos eritrécitos acrescida de Triton X-100 a 1% foi utilizada como controle positivo
(100% de hemdlise) (RANGEL et al, 1997).

Todos os experimentos foram realizados em ftriplicata e os resultados foram
expressos através da média + erro padréo da média.

Avaliacao da fragilidade osmética em eritrocitos humanos

As amostras de 0,5mL do extrato em diferentes concentragées (31,25; 62,5;
125; 250 e 500 ug/mL) foram adicionadas em tubos de ensaio contendo 2 mL de
uma solugdo de eritrocitos a 0,5% (obtidas conforme descricdo anterior), e
incubados por 1 hora a 25 t 2°C. Decorrido este tempo, as amostras foram
centrifugadas a 2500 rpm por 5 minutos, descartando-se o sobrenadante.

O sedimento de eritrécitos foi ressuspenso em uma solugao hipoténica de
NaCl 0,24% e agitados a 100 rpm por 20 minutos, sob temperatura de 22 + 2°C.
Apos esse periodo, as amostras foram centrifugadas a 2500 rpm por 5 minutos,
sendo a hemodlise quantificada em espectrofotdmetro (Modelo GT 7220 BioPet
Technologies, Monte Alto, Brasil) por meio da leitura das absorbancias de uma
aliquota do sobrenadante, em um comprimento de onda de 540nm (DACIE, 2001).
Uma solucao de eritrécitos foi utilizada como controle negativo (0% de hemodlise),
enquanto que o controle positivo (100% de hemdlise) consistiu em uma solugéo de
eritrécitos adicionados a solugéo de NaCl 0,24%.

Os resultados foram expressos em percentual de hemodlise em comparagao
ao grupo controle positivo. Todos experimentos foram realizados em triplicata, sendo
os resultados expressos através da meédia + erro padrao da média.

Avaliagcao do potencial antioxidante em eritrocitos humanos na presenca de
espécies reativas de oxigénio

O experimento foi realizado de acordo com metodologia proposta por Bilto et
al (2012), com algumas modificagdes.
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Amostras do extrato hidroalcodlico liofilizado de folhas de S. cumini em
diferentes concentragdes (31,25; 62,5; 125; 250 e 500 pg/mL) foram adicionados em
tubos contendo 2 mL de uma solugdo de eritrocitos a 0,5 % (obtida conforme
descrito anteriormente), com adigcdo de uma solugdo de peréxido de hidrogénio
(H202) (40 mM). Os tubos foram incubados por 4 h a 25 + 2°C e decorrido esse
periodo, as amostras foram centrifugadas a 2500 rpm durante 5 minutos e a
hemolise foi quantificada através da leitura de uma aliquota do sobrenadante em
espectrofotometro (Modelo GT 7220 BioPet Technologies, Monte Alto, Brasil) a um
comprimento de onda de 540 nm (RANGEL et al, 1997).

Amostras contendo solugdo de eritrocitos foram utilizadas como controle
negativo. Por outro lado, o controle positivo correspondeu a solugdo de eritrocitos
associados a solugao de H,02 40 mM (100% de hemdlise). Foi também utilizado um
padrao contendo Hemoglobina (Hb) + H,O, + Vitamina C (1000 ug/mL).

Todos os experimentos foram realizados em ftriplicata e os resultados foram
expressos através do percentual de hemolise em comparagdo ao grupo controle

positivo.

Avaliacao do potencial oxidante e do potencial antioxidante em eritrocitos
humanos na presencga de fenilhidrazina

Para a investigagdo do potencial oxidante foi preparado inicialmente uma
suspensdo de eritrocitos a uma concentragdo de 30% em Tampéao fosfato salino
(PBS) (11,35g NaH,PO4.2H,0; 24,36g Na,HPO, e 7,18g NaCl para 1L; pH 7,4)
suplementado com glicose (200 mg/dL), pH 7,6.

ApoOs a obtencdo dessa suspensdo, as amostras do extrato das folhas de
Syzygium cumini nas diferentes concentragdes testadas (31,25; 62,5; 125; 250 e 500
pg/mL) foram adicionadas a tubos contendo 2 mL da suspensao de eritrocitos a 30%
em Tampé&o fosfato salino conforme descrito acima.

As amostras foram incubados por um periodo de 1 h sob agitagéo lenta e
constante (100 rpm) a 22 + 2°C.

Decorrido esse periodo, as amostras foram centrifugadas a 2500 rpm durante
5 min e a porcentagem de metahemoglobina (mHb) em relagdo a hemoglobina (Hb)

total foi quantificada em espectrofotémetro (modelo GT 7220 BioPet Technologies,
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Monte Alto, Brasil) em comprimentos de onda de 630nm e 540nm, respectivamente.
A porcentagem de mHb formada foi comparada com os valores obtidos para a
fenilhidrazina, agente oxidante utilizado como controle positivo (ARBOS et al, 2008).

Para o ensaio de investigagcdo do potencial antioxidante, apds o periodo de
incubacgao de 1 h referente a etapa descrita anteriormente, foi adicionado 1 mmol/L
do agente oxidante fenilhidrazina, e em seguida as suspensdes foram aeradas e
mantidas sob agitacdo lenta e constante (100 rpm) por 20 minutos a 22 + 2°C.
Decorrido este periodo, as amostras foram centrifugadas a 2500 rpm durante 5
minutos, diluidas em tampé&o fosfato (9g Na,HPO,4.12H,0, 5,79 KH,PO4 para 1L) € a
porcentagem de mHb em relagdo a Hb total foi quantificada através da leitura em
espectrofotometro (Modelo GT 7220 BioPet Technologies, Monte Alto, Brasil) a 630
nm e 540 nm, respectivamente.

O percentual de mHb formado também foi comparado com os valores obtidos
para a vitamina C (20 mmol/L), agente anti-oxidante (ARBOS et al., 2008).

Todos os experimentos foram realizados em ftriplicata e os resultados foram
expressos através do percentual de formacao de metahemoglobina em fungédo da
hemoglobina mHb (%Hb), em comparacdo ao grupo controle positivo (Hb +
fenilhidrazina) (ARBOS et al, 2008).

Analise estatistica

Os resultados obtidos nos testes de citotoxicidade utilizando-se eritrécitos
humanos foram analisados utilizando-se o software GraphPad Prism 6.0® (San
Diego, CA, EUA) empregando-se o teste ANOVA seguido pelo pos-teste de Dunnett.
Os valores foram expressos como a média = erro padrao da média (e.p.m.) ou
desvio padréo da média (d.p.) e considerados significativos quando p < 0,05.

RESULTADOS
Avaliagcao do potencial hemolitico em eritrécitos humanos

Os resultados dos testes de avaliagdo do potencial hemolitico do extrato de S.
cumini em comparagdo ao controle negativo (suspensdao dos eritrécitos nao

hemolisados) estdo representados na Figura 1.
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Figura 1- Efeito hemolitico induzido pelo extrato das folhas de Syzygium cumini sobre eritrocitos
humanos dos tipos sanguineos A, B, AB e O em comparagado com o controle negativo. Os resultados
estdo expressos como média + e.p.m. Analise por ANOVA seguido por pos-teste de Dunnett. (*
p<0,05; ** p< 0,001 e *** p< 0,0001).

Pode-se mencionar que de acordo com a Figura 1, os resultados demonstram
que quando comparado ao controle negativo, o extrato de S. cumini foi capaz de
causar diferentes percentuais de hemdlise nos eritrécitos. De modo geral, verifica-se
que esse efeito segue um padrdo diretamente proporcional para as diferentes
concentragbes do extrato, constituindo um achado comum para os eritrécitos de
todos os tipos sanguineos avaliados. Entretanto, percebe-se que na maior
concentragao testada (500 pg/mL), sobretudo para eritrécitos dos tipos sanguineos
AB e O, o extrato foi capaz de demonstrar percentuais hemoliticos préximos aqueles

causados pelo controle positivo de Triton X-100.
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Quando comparado ao controle negativo, os percentuais de hemdlise
causados pelo extrato ndo demonstram diferengca estatisticamente significativa,
apenas na concentracao de 31,25 ug/mL para os eritrocitos dos tipos sanguineos A
e AB, e na concentragao de 62,5 ug/mL para os eritrocitos do tipo A.

Por outro lado, comparou-se também os percentuais de hemolise promovidos
pelo extrato em relagdo aqueles observados pelo controle positivo (Triton X-100 a
1%, capaz de causar 100% de hemdlise) (Tabela 1).

Tabela 1. Percentual de hemolise promovida pelo exirato das folhas de Syzygium cumini sobre
eritrocitos humanos dos tipos sanguineos A, B, AB e O, em comparacdo ao controle positivo.

CONCENTRAGAO % HEMOLISE
EXTRATO

31,25 62,5 125 250 500
TIPO ug/mL  upg/mL ug/mL ug/mL Hg/mL
SANGUINEO
A 40 35 144 201 295
B 2,8 5,2 5,7 20,0 61,0
AB 2,5 3,1 8,4 59,0 99,1
o) 8,0 11,0 23,0 27,0 89,0

De acordo com os valores encontrados, verifica-se que quando comparado
aos percentuais de hemolise obtidos pelo controle positivo (Triton X-100 a 1%), o
extrato também foi capaz de causar hemdlise.

De modo geral, os valores dos percentuais de hemdlise também seguiram um
padrdo diretamente proporcional, conforme a concentragédo testada do extrato. A
Unica excegao ocorreu apenas frente aos eritrocitos do tipo A, que demonstram
discreta inversdo da ordem de 0,5% nos percentuais de hemolise nas duas menores
concentragdes testadas do extrato (31,25 e 62,5 pg/mL).

Os valores em percentuais de hemodlise causados pelo extrato variaram,
apresentando desde valores minimos de 2,5% (para a concentragdo de 31,25
pg/mL) até valores equivalentes a 99,1% (para a concentracdo de 500 pg/mL),
sendo os maiores valores evidenciados na maior concentragao testada do extrato.

Comparado aos demais tipos sanguineos, os eritrocitos do tipo sanguineo O

demonstraram os maiores percentuais de hemdlise frente as menores
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concentragbes testadas do extrato (31,25; 62,5 e 125 pg/mL), apresentando-se
como o tipo sanguineo mais sensivel frente a exposigdo a essas concentragbes do
extrato. Entretanto, nas concentragdes de 250 e 500 ug/mL, os eritrocitos do tipo AB
demonstraram os maiores percentuais de citotoxicidade.

Ja concentragdo do extrato de 500 pg/mL, um maior padrdo de hemdlise
ocorreu sobretudo nos eritrocitos dos tipos AB e O, os quais apresentaram-se como
os tipos sanguineos mais sensiveis frente as maiores concentragées do extrato,

evidenciando portanto, os maiores percentuais de efeitos citotoxicos.

Avaliacao da fragilidade osmética em eritréocitos humanos

Frente as concentracdes do extrato de S. cumini em que observou-se baixos
percentuais hemoliticos (31,25 e 62,5 ug/mL para os eritrocitos dos tipos A e O; e
31,25; 62,5 e 125 pg/mL para os eritrécitos dos tipos B e AB), procedeu-se a
realizagdo do teste de avaliagdo da atividade anti-hemolitica, no sentido de
investigar os efeitos do mesmo sobre a estabilidade da membrana celular de
eritrécitos submetidos a situagao de estresse osmatico.

A Figura 2 ilustra os resultados obtidos por meio dessa analise.
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Figura 2- Atividade anti-hemolitica induzida pelo extrato das folhas de Syzygium
cumini sobre eritrécitos humanos dos tipos sanguineos A, B, AB e O quando em solugéo hipotonica
(NaCl 0,24 %). Os resultados foram obtidos em comparagdo com o controle positivo e estdo
expressos como meédia + e.p.m. Andlise por ANOVA seguido por pés-teste de Dunnett. (* p<0,05; **
p< 0,001 e *** p< 0,0001).

Os resultados demonstram que quando comparado ao controle positivo (NaCl
0,24%), o extrato foi capaz de causar redugdo nos percentuais de hemdlise,
exercendo menores efeitos citotdxicos sobre os eritrocitos de todos os tipos
sanguineos testados.

Esses efeitos demonstraram diferenga estatisticamente significativa (p<
0,0001) nas concentragdes do extrato de 31,25 e 62,5 ug/mL frente a eritrécitos dos
tipos A, B, O e na concentragao de 125 ug/mL sobre eritrocitos do tipo B.

Por outro lado, dentre os eritrocitos do tipo AB, apenas aqueles expostos ao
extrato na concentragdo de 125 ug/mL demonstram diferenga estatisticamente
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significativa, considerando-se o valor de p< 0,05 em relagdo ao percentual de
hemdlise causado pelo controle positivo.

Os valores dos percentuais hemoliticos causados pela exposicao dos
eritrécitos a solugdo hipoténica de NaCl 24% e pela exposicdo as diferentes
concentragdes do extrato de Syzygium cumini estdo descritos na tabela 2.

Tabela 2. Percentual de hemdlise promovida pelo extrato das folhas de Syzygium cumini sobre
eritrocitos humanos dos tipos sanguineos A, B, AB e O, apds tratamento com uma solugéo hipotonica
(NaCl ,24%).

CONCENTRAGAO % HEMOLISE
EXTRATO
TIPO 31,25 pg/mL 62,5 ug/mL 125 pg/mL
SANGUINEO
A 83,2 ' 82,5 B
B 60,0 61,0 62,9
AB 98,5 99,2 92,5
O 82,0 81,0

(Legenda: --- Concentragao nao avaliada)

Considerando-se os percentuais de hemolise causado pela exposicdo dos
eritrocitos a solugado hipoténica de NaCl 24% (100% de hemdlise) e o percentual
hemolitico causado pela exposicdo dessas células a diferentes concentragées do
extrato, percebe-se que quando essas ceélulas estdo expostas a situagbes de
estresse osmotico, o extrato de S. cumini foi capaz de causar uma redugao nos
percentuais de hemdlise comparado ao controle positivo.

Tal reducdo foi observada em valores que variaram de 0,8% (para os
eritrocitos do tipo AB frente a concentragao de 62,5 pg/mL do extrato) até 40% (para
os eritrocitos do tipo B frente a concentragédo de 31,25 ug/mL do extrato).

De modo geral, os eritrocitos do tipo sanguineo B apresentaram os melhores
resultados quanto ao nivel de redugdo do percentual hemolitico induzido por
estresse osmotico.
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Avaliagcao do potencial antioxidante em eritrécitos humanos na presencga de
espécies reativas de oxigénio

A avaliagao do potencial antioxidante do extrato de folhas de S. cumini foi
realizada a partir da exposicao de eritrocitos humanos do tipo AB ao peroxido de
hidrogénio. Os resultados obtidos através desse teste estdo expressos na Figura 3.
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Figura 3 - Atividade antioxidante do extrato das folhas de S. cumini frente a hemdlise induzida pelo
peroxido de hidrogénio sobre eritrécitos humanos do tipo sanguineo AB. Os resultados foram obtidos
em comparagdo com o controle positivo e estdo expressos como média + e.p.m. Analise por ANOVA
seguido por pos-teste de Dunnett. (* p<0,05; ** p< 0,001 e *** p< 0,0001).

De acordo com os resultados deste estudo, observa-se que a utilizagdo do
extrato de folhas de S. cumini nas concentragées equivalentes a 31,25 e 62,5 ug/mL
€ capaz de provocar redugédo no percentual hemolitico sobre eritrocitos expostos a
acdao do perdxido de hidrogénio, demonstrando diferenga estatisticamente
significativa em relagdo aos percentuais de hemolise causados pelo grupo controle
positivo (solugéo de H,0,).

O resultado verificado pelo extrato quando utilizado nessas concentragbes
demonstra efeito préximo aquele obtido através da utilizagdo do grupo padréo
representado pela utilizagdo da vitamina C, antioxidante.

Desse modo, € possivel atribuir que nas concentragées de 31,25 e 62,5
pg/mL o extrato exerce efeito antioxidante frente a uma situagdo de hemodlise
induzida por H,0-.
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Avaliacao do potencial oxidante e potencial antioxidante em eritrécitos

humanos na presenca de fenilhidrazina

Os ensaios de avaliagdo do potencial oxidante e do potencial antioxidante do
extrato de folhas de S. cumini sobre eritrécitos humanos foram avaliados através da
quantificagéo entre os percentuais de metahemoglobina e de hemoglobina formados
a partir da exposicao dos eritrocitos a diferentes concentragdes do extrato e a
Fenilhidrazina. Para a realizagdo desse teste, utilizou-se apenas amostra de
eritrécitos do tipo sanguineo AB. Os resultados estdo expressos na Figura 4.
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Figura 4 - Atividade oxidante e antioxidante do extrato das folhas de S. cumini sobre eritrécitos
humanos do tipo sanguineo AB. Os resultados estdo expressos como percentual da média de
formagdo de metahemoglobina (MetHb) em comparagao ao grupo controle negativo (ensaio oxidante)
e controle positivo (ensaio antioxidante). Analise por ANOVA seguido por pos-teste de Dunnett. (*
p<0,05; ** p< 0,001 e *** p< 0,0001).

Conforme pode ser verificado através da figura 4, os resultados expressam
que quando comparado ao controle negativo, o extrato é capaz de promover
oxidagdo da hemoglobina a metehemoglobina apenas nas maiores concentragées
testadas (250 pyg/mL e 500 pg/mL), evidenciando, portanto que a sua utilizagdo nas
concentragdes iguais ou inferiores a 125 ug/mL ndo induz a ocorréncia de oxidagéo

da hemoglobina nos eritrocitos.
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Por outro lado, € possivel observar que, em comparagéao aos percentuais de
oxidacdo causados pela Fenilhidrazina, potente agente oxidante utilizado como
controle positivo, o extrato ndo demonstra ser um forte agente oxidante, visto que os
niveis de oxidagdo provocados por todas as concentragées desse produto vegetal
demonstraram ser inferiores a aqueles causados pela Fenilhidrazina. Esses
percentuais de oxidagdo sdo menores que 50% em relagdo aos percentuais
demonstrados pelo controle positivo.

Ja em relagdo a investigacdo do potencial antioxidante do extrato, os
resultados expressos na figura 4 demonstram que quando comparado ao controle
positivo, ndo houve redugdo estatisticamente significativa entre os niveis de
formacdo de metehemoglobina/hemoglobina induzidos pela fenilhidrazina nos
grupos em que foram testadas as diferentes concentragdes do extrato.

Assim, observa-se que frente a exposicao de eritrocitos a agentes oxidantes
como a fenilhidrazina, o extrato ndo é capaz de exercer efeito protetor frente a

reagOes oxidativas causada por esse agente oxidante.

DISCUSSAO

considerando-se que o extrato de folhas de S. cumini tem demonstrado
resultados promissores, sinalizando um potencial interesse frente a uma futura
indicagao terapéutica do mesmo (COSTA et al, 2009), a investigacédo de diferentes
efeitos bioldgicos durante os estudos de bioprospeccdo desse material vegetal
evidencia a necessidade da realizagdo de estudos in vitro direcionadas a
investigagOes de aspectos relacionados a citotoxicidade associada a seu uso.

Nessa perspectiva, investigou-se seu potencial citotoxico através do ensaio
de atividade hemolitica, dada a inexisténcia de estudos preliminares disponiveis na
literatura acerca desse ensaio frente ao extrato das folhas de S. cumini. Ademais,
esse teste também foi empregado em virtude de sua ampla indicagdo e emprego ja
consolidado na investigagao do potencial citotoxico de substancias (BRASIL, 2012;
PINTO et al, 2012; ABBASI et al, 2013;TUPE et al, 2015; MEHREEN et al, 2016; VO
et al, 2016).

De modo geral, no que se refere a uma categorizagao do efeito hemolitico
causado pelo extrato pode-se atribuir que de acordo com Rangel et al (1997), a
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atividade hemolitica do extrato pode ser considerada baixa (< 40% de hemdlise)
para a maioria das concentragbes avaliadas. Nessa perspectiva, seguindo essa
classificagao, excegbes ocorreram para a concentragao de 250 ug/mL em eritrécitos
do tipo AB e para a concentragdo de 500 ug/mL sobre eritrécitos do tipo B, os quais
demonstraram moderada atividade hemolitica (40-80% de hemdlise). Por outro lado,
o extrato apresentou alta atividade hemolitica (>80% de hemdlise) para os eritrdcitos
dos tipos AB e O na maior concentragdo testada (500 pyg/mL).

Por outro lado, com base na classificagdo proposta por Luize et al (2005),
esse produto vegetal é capaz de demonstrar atividade hemolitica considerada forte
(>50% de hemolise) apenas nas maiores concentragdes testadas (250 ug/mL para
eritrocitos do tipo AB e 500 ug/mL para os eritrocitos dos tipos B, O e AB) .

Nessa perspectiva, diante dos resultados evidenciados a partir do ensaio de
atividade hemolitica, pode-se atribuir que a utilizagdo do extrato nas concentragdes
de 31,25 pg/mL, 62,5 pg/mL e 125 yg/mL equivalentes aquelas que demonstraram
efeito inibitério minimo sobre o crescimento fungico (CIM) de cepas de Candida
(FIGUEIREDO-JUNIOR et al, 2017) é capaz de causar atividade hemolitica
considerada baixa, de acordo com a classificagdo proposta por Rangel et al (1997).
Por outro lado, levando-se em consideragdo a classificagdo de Luize et al (2005), a
utilizagdo do extrato nessas concentragbes ndo € capaz de causar atividade
hemolitica considerada forte sobre nenhum dos tipos sanguineos avaliados. Desse
modo, pode-se atribuir que de acordo com as classificagdes propostas por Rangel et
al (1997) e Luize et al (2005), o extrato de folhas de S. cumini revela-se pouco
citotoxico sobre eritrécitos, quando utilizados nessas concentragdes terapéuticas, de
modo que os niveis de hemdlise causados nessas concentragbes sugerem a
possibilidade de seguranga para sua utilizagdo, contrariamente ao que seria
verificado caso o extrato fosse empregado em concentragées maiores.

A constatacao da ocorréncia de variagdes nos percentuais de hemalise nos
eritrocitos dos diferentes grupos sanguineos indica que essas células demonstram
diferengas nos perfis de citotoxicidade ao extrato, conforme os distintos grupos
sanguineos.

Uma vez que os tipos sanguineos sdo classificados de acordo com o
sistema ABO em virtude da presencga (nos sangues tipos A, B e AB, inclusive com
variagbes entre os grupos) ou auséncia (no sangue tipo O) de antigenos nas suas
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membranas celulares, as diferengas observadas entre os grupos sanguineos em
relagcdo aos padrbes de citotoxicidade provocados pelo extrato poderiam ser
atribuidas e/ou justificadas em virtude da existéncia das diferencas relacionadas a
essas variagbes antigénicas entre cada tipo celular (BATISSOCO; NOVARETTI,
2003; DANIELS, 2009; PAIVA et al, 2009).

Além disso, é pertinente também enfatizar que a ocorréncia de efeitos
biolégicos como a hemdlise frente a exposi¢cao de eritrocitos a extratos de plantas
medicinais pode ocorrer em virtude da presenca de determinados grupos de
compostos quimicos presentes na composicdo desse produto vegetal, sobretudo as
saponinas, uma vez que esses compostos apresentam propriedade hemolisante
(COLEMAN et al, 2010). Desse modo, a verificagdo da inducdo de diferentes
percentuais hemoliticos para o extrato no presente estudo pode ser justificado em
virtude da composicdo do mesmo, uma vez que esse grupo de compostos
fitoquimicos esta presente em sua constituigdo quimica, representando inclusive o
grupo de compostos majoritarios e possivel marcador ativo para o mesmo
(PEREIRA et al, 2016).

De modo complementar as investigagdes realizadas no teste de atividade
hemolitica, a avaliagdo do efeito do extrato sobre a fragilidade osmética (ou agéao
anti-hemolitica) também foi avaliada no presente estudo em virtude de sua ampla
aceitagdo e empregabilidade na investigagdo de efeitos toxicoldgicos in vitro de
substancias, inclusive aquelas de origem vegetal (REDDY et al, 2007; HE et al,
2008; CHIKEZIE et al, 2012; WACZUK et al, 2015; DUARTE et al, 2016). A
realizacdo desse teste para o extrato de folhas de S. cumini, consistiu-se pertinente
visto que a literatura n&o apresenta ainda nenhum estudo acerca da investigagao
desse efeito bioldgico utilizando esse produto vegetal, sendo essa uma analise
inédita.

Assim, por meios dos resultados encontrados a partir desse ensaio péde-se
atribuir que a presenga do extrato sob determinadas concentragbes é capaz de
exercer ligeiro efeito protetor sobre a membrana celular de eritrécitos expostos a
situagbes osmoticas adversas (REDDY et al, 2007; HE et al, 2009; CHIKEZIE et al,
2012; WACZUK et al, 2015; DUARTE et al, 2016). Tal afirmacado é corroborada a
partir da observagao do comportamento da membrana celular dos eritrocitos frente a
presenca desse produto vegetal. Assim, comparado ao grupo controle positivo, a
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verificacdo do comportamento funcional mais estavel da membrana celular dos
eritrocitos expostos a agdo do extrato caracteriza esse efeito protetor (CHIKEZIE et
al, 2012) evidenciado a partir da constatagdo da redugdo na inducdo de
perturbacdes e alteragdes na sua integridade, dada a diminuigdo no percentual de
dano celular (REDDY et al, 2007; CHIKEZIE et al, 2012; DUARTE et al, 2016),
fazendo com que adquiram certa resisténcia a lise (HE et al, 2009; WACZUK et al,
2015).

De posse dos resultados obtidos a partir dos testes de hemdlise e de
fragilidade osmatica pode-se afirmar que de acordo com as condi¢des avaliadas o
extrato demonstra efeitos duais sobre a membrana dos eritrocitos, sendo estes tanto
de natureza indutora de danos a integridade da membrana celular, como também
efeitos de natureza protetora sobre esses efeitos (HE et al, 2009).

Os dados obtidos a partir do teste de fragilidade osmotica permitiram
demonstrar que a existéncia desses efeitos duais sobre a membrana celular podem
estar relacionados a fatores como a concentragdo do extrato e a exposi¢gao ou nao
das células a condi¢cbes potencialmente indutoras de estresse e desequilibrio
osmotico, sendo esses achados concordantes com estudos prévios (HE et al, 2009)
envolvendo esse mesmo ensaio. Adicionalmente, diante das diferencas nos
percentuais de redugado dos efeitos citotoxicos frente aos eritrocitos dos diferentes
tipos sanguineos, pode-se também sugerir a possibilidade de se atribuir esses
efeitos a fatores como o tipo sanguineo, sobretudo em virtude da existéncia das
diferengcas estruturais existentes nas membranas celulares (BATISSOCO,
NOVARETTI, 2003; DANIELS, 2009; PAIVA et al, 2009), conforme mencionado
anteriormente.

Ademais, as investigagdes das atividades bioldgicas do extrato de folhas de
S. cumini incluiram a investigagao preliminar de seus potenciais efeitos oxidante e
antioxidantes.

Estes ensaios foram realizados considerando-se a énfase que vem sendo
dada em relacao a necessidade da descoberta de novas fontes de substancias com
acao antioxidante (ALVES et al, 2010; MOHAMED et al, 2013), dada a importancia
da indicagao e uso de compostos dessa natureza mediante suplementagéo exoégena
(HARSHA; ANILAKUMAR, 2014).
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Comparando a ocorréncia de alteragbes/danos celulares através da
oxidacdo da molécula de hemoglobina a metahemoglobina em eritrécitos expostos a
estresse oxidativo (ARBOS et al 2008), péde-se verificar que quando utilizados nas
menores concentragées o extrato demonstra efeitos antioxidantes sobre eritrécitos
expostos ao estresse oxidativo causado pelo peréxido de hidrogénio. Por outro lado,
a exposicao das células a agentes oxidantes mais potentes como a fenilhidrazina
nao demonstrou resultados que permitam estimar a existéncia desses efeitos.

Assim, a evidenciacdo da capacidade antioxidante do extrato frente ao
peroxido de hidrogénio simula situagdes fisiolégicas comuns, uma vez que 0
peroxido de hidrogénio juntamente com outras espécies reativas de oxigénio, séo
produzidas continuamente a partir do metabolismo, exercendo carater toxico e
reativo sobre estruturas e componentes celulares (HALLIWELL, 1997; BJAPAI et al,
2005; HARSHA, ANILAKUMAR, 2014; MOHAMED et al, 2013). Assim, os achados
desse ensaio sao importantes uma vez que apontam que a utilizagdo do extrato
vegetal em baixas concentragées pode demonstrar beneficios a saude, através de
acao antioxidante sobre células expostas a estresse oxidativo mediado pela agcéao de
compostos como o peroxido de hidrogénio, demonstrando ainda efeitos antifungicos
sobre espécies de Candida (FIGUEIREDO-JUNIOR et al, 2017).

A verificagdo desses efeitos antioxidantes protetores para o extrato de
folhas de S. cumini pdde ser associada a presenga de compostos fendlicos,
flavonoides e saponinas na composi¢cdo desse produto vegetal (PEREIRA et al,
2016), sendo esses efeitos corroborados através das evidéncias disponiveis na
literatura, uma vez que fitoquimicos como os compostos fendlicos (BAJPAI et al,
2005; SOOBRATTEE et al, 2005; GUTTERIDGE; HALLIWELL, 2010; RENGASAMY
et al, 2012; MOHAMED et al, 2013; HARSHA, ANILAKUMAR, 2014), flavonoides
(RAVI et al, 2004; GUTTERIDGE; HALLIWELL, 2010; MOHAMED et al, 2013;
HARSHA, ANILAKUMAR, 2014) e saponinas (AIYELAAGBE; OSAMUDIAMEN,
2009; GOWRI; VASANTHA, 2010) sdo agentes capazes de exercer agao
antioxidante.

Além disso, a identificagdo por meio de cromatografia gasosa associada a
espectrometro de massas em relagao a presenga de compostos como o0 4H-Piran-4-
ona, 2,3-di-hidro-3,5-di-hidroxi-6-metil- no extrato avaliado no presente estudo
(FIGUEIREDO-JUNIOR et al, 2017) pode corroborar esses achados, uma vez que
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essa substancia pertencente a classe dos flavonoides (TEOH; DON; UJANG, 2011;
TEOH, DON,2015), apresenta acg&o antioxidante (CECHOVSKA et al, 2011; TEOH;
DON; UJANG, 2011; YU et al, 2013; PENG; DON, 2013), dentre outras atividades
bioldgicas.

Os ensaios de citotoxidade empregados no presente estudo sobre
eritrocitos humanos foram conduzidos em razao da facilidade de realizagdo e de sua
aplicabilidade e pertinéncia no sentido de permitir investigar e predizer de modo
eficaz a capacidade do extrato em exercer ou nao efeitos citotoxicos sobre
estruturas e componentes celulares como membranas celulares (BRASIL, 2012;
PINTO et al, 2012; VO et al, 2016) e molécula de hemoglobina (ARBOS et al, 2008).
Os resultados encontrados nesse estudo permitem complementar os achados ja
disponiveis acerca da investigagao de efeitos do extrato de folhas de S. cumini sobre
modelos celulares de queratinécitos humanos e macréfagos murinos (PEREIRA et
al, 2016), contribuindo para a investigagdo longitudinal acerca da bioprospecc¢ao
desse produto vegetal.

Além disso, € pertinente salientar que avaliagcdo desses parametros de
citotoxicidade mostram-se imperativos durante a investigagdo e triagem dos
produtos vegetais, no sentido de fornecer informagdes preliminares acerca da
eficacia e seguranga associada ao seu uso, predizendo a possibilidade ou néo de
sua indicacdo para formulagdo e utilizagdo terapéutica (NOLDIN et al, 2003;
VARANDA, 2006; MIGLIATO et al, 2007; WACZUK et al, 2015).

Nesse sentido, € necessario enfatizar que frente a perspectivas de uma
futura indicagao e utilizagado clinica do extrato de folhas de S. cumini, investigagdes
adicionais precisam ser realizadas visando a avaliar outros efeitos bioldgicos
associados ao seu uso, sobretudo aqueles relacionados a toxicidade in vivo.

CONCLUSAO

Frente a ensaios de citotoxicidade em eritrocitos humanos, o extrato de
folhas de S. cumini apresenta baixa atividade hemolitica quando utilizado em
concentragbes <125 pg/mL. Além disso, nessas mesmas concentragées o extrato
promove reducao nos percentuais hemoliticos sobre hemolise induzida por estresse

osmatico, apresentando portanto, efeitos protetores celulares e ndo sendo capaz de
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induzir a ocorréncia de oxidagdo nos eritrocitos. Adicionalmente, em menores
concentragbes o extrato apresenta efeitos antioxidantes frente a estresse oxidativo
induzido pelo peroxido de hidrogénio, embora ndo demonstre a mesma agéo
antioxidante frente a fenilhidrazina. Em virtude dos resultados evidenciados quanto
a citotoxicidade do extrato de folhas de S. cumini, sugere-se a necessidade de
investigagGes adicionais, sobretudo aquelas relativas a toxicidade in vivo, visando a
avaliar se 0 mesmo apresenta segurancga e possibilidade para indicagéo e utilizagao

terapéutica.
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

= A analise fitoquimica do extrato das folhas de S. cumini identificou um total de
34 compostos, sendo 2,2-Dimetoxibutano; 4H-Piran-4-ona, 2,3-di-hidro-3,5-di-
hidroxi-6-metil-; 5-Hidroximetilfurfural; 2,4-Di-hidroxi-2,5-dimetil-3 (2H) -furan-
3-ona e Acido propanodioico, dimetil éster as substancias majoritarias

encontradas;

= O extrato das folhas de S. cumini apresentou potencial antimicrobiano sobre
todas as cepas de Candida testadas, com efeito considerado de forte a

moderado, mediante os resultados evidenciados pela resposta microbiana;

= O extrato de S. cumini apresenta atividade antifungica com acgao fungistatica
sobre todas as cepas de Candida avaliadas, sendo esse efeito mais
significativo quando a C. albicans foi exposta a sua agéo por um periodo de
oito horas;

= Nas concentragbes que demonstram efeito inibitério minimo sobre o
crescimento fungico de cepas de Candida, o extrato de S. cumini apresenta
baixa atividade hemolitica, exercendo efeito protetor sobre a hemdlise

induzida por estresse osmotico;

# Em menores concentragées inibitérias de crescimento microbiano, o extrato
de folhas de S. cumini apresenta efeito antioxidante frente a estresse
oxidativo induzido pelo peréxido de hidrogénio, ndo sendo capaz de

demonstrar a mesma agéo em relagao a fenilhidrazina;

= O extrato de S. cumini ndo induz a ocorréncia de oxidagao nos eritrocitos em
concentragdes que demonstram efeito inibitdrio sobre o crescimento de cepas
do género Candida.
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espécies de Candida
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toda pesquisa com seres humanos envolve risco em tipos e gradacdes variados, pode-se
afiimar que essa pesquisa envolvera um risco minimo aos paricipantes, uma vez que
envolvera apenas uma participacdo indireta dos mesmos (tendo em vista que o matenal
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do Hospital Universitano Lauro Wanderley (HULW), conforme mencionado na
metodologia desse projeto de pesquisa Desse modo, tendo elegido a coleta e utiizacdo
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+ pathogenesis

= microbiclogy

* biology of dental caries and periodontal disease
= forensic dentistry

* neuroscience

* comparative anatomy

* pacleodontology

Archives of Oral Biology will also publish expert reviews and articles concerned with advancement in
relevant methodologies. The journal will only consider dinical papers where they make a significant
contribution to the understanding of a disease process.

These guidelines generally follow the Uniform Reguirements for Manuscripts Submitted to Biomedical
Journals

Fypgriss off Cesrnlrd P besrs

Original papers and review artides are welcomed. There will be no differentiabion on the basis of
length into full or short communications. All submissions will be refereed.

Page charges
This journal has no page charges.

Siphinission checklist
You can use this list to camy out a final check of your submission before you send it to the journal for
review, Please check the relevant section in this Guide for Authors for more details.

Ensure that the following items are present:

One author has been designated as the corresponding author with contact details:
+ E-mail address

# Full postal address

All necessary files have been uploaded:

Manuscript:

s Include keywords

= Al figures (include relevant captions)

= 2ll tables (including titles, description, footnotes)

* Ensure all figure and table citations in the text match the files provided
= Indicate clearly if color should be used for any figures in print
Graphical Abstracts / Highlights files (where applicable)
Supplemental files (where applicable)

Fuither considerations

* Manuscrpt has been 'spell checked’ and ‘grammar checked'

= All references mentioned in the Reference List are cited in the text, and vice versa

* Permission has been obtained for use of copyrighted matenal from other sources [mncluding the
Internet)

* Relevant declarations of interest have been made

+ Journal pohoes detaled in this guide have been reviewed

» Referee suggestions and contact details provided, based on journal reguirements
For further information, visit our Support Center.

BEFORE YOU BEGIN
I thebcn i peiniefrsdaivag
Please see our information pages on Ethics in publishing and Ethical guidelines for journal publication.

Human and animal rights

If the work involves the use of human subjects, the author should ensure that the work descnibed has
been carned out in accordance with The Code of Ethics of the World Medical Asscciation (Declaration
of Helsinki) for experiments involving humans; Uniform Reguirements for manuscripts submitted to
Biomedical journals. Authors should include a statement in the manuscript that informed consent
was obtained for experimentation with human subjects. The pnvacy rights of human subjects must
always be observed.
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All animal expenments should comply with the ARRIVE guidelines and should be camed out in
accordance with the U.K. Animals (Scientific Procedures) Act, 1986 and associated guidelines, EU
Directive 2010/63/EU for animal experiments, or the National Institutes of Health guide for the care
and use of Laboratory animals (NIH Publications No. BOZ3, revised 197E) and the authors should
clearly indicate in the manuscript that such gudelines have been followed.

Ivwr daration of Intorel

All authors are requested to disclose any actual or potential conflict of interest includin lnrﬁnlnuld
personal muﬂmrmlmﬂhuﬂmrmhwwmhmlwﬂmmvﬂnug

submitted work that could imappropnately influence, or be perceived to influence, ther work. Mure
information.

Submission declaration and verification

Submission of an article implies that the work described has not been published previously (except
in the form of an abstract or as part of a published lecture or academic thesis or as an electronic
preprint, see 'Multiple, redundant or concurrent publication’ section of our ethics policy for more
nformation), that it is not under consideration for publication elsewhere, that its publication is
approved by all authors and tacitly or explictly by the responsible authonties where the work was
carned out, and that, if accepted, it will not be published elsewhere in the same form, in English or
in any cther language, including electronically without the written consent of the copyrnght-holder, To
verify onginality, your article may be checked by the originality detection service CrossCheck.
Canlrifmdors

If there are four or more authors, then each is required to declare his or her individual contribution to
the article: ﬂmﬂmsmmhumwrwwmmtmwwmmm
so roles for all authors should be descnbed. The statement that "all authors have read and approved
the final article™ should be true and mcduded in the disclosure.

ALt horuSwip
All authors should have made substantial contrnbutions to all of the following: (1) the conception and
design of the study, or acquisition of data, or analysis and interpretation of data, (2) drafting the
article or revising it critically for important intellectual content, (3) final approval of the version to
be submitted.

(. apryrigfal

Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete a ‘Journal Publishing Agreement’ (see
maore information on this). An e-mail will be sent to the corresponding author confirming receipt of
the manuscript together with a “Journal Publishing Agreement’ form or a bnk to the online version
of this agreement.

Subscribers may reproduce tables of contents or prepare lists of articles including abstracts for internal
circulation within their institutions. Permission of the Publisher is required for resale or distribution

outside the institution and for all other derivative works, including compilations and translations, If
excerpts from other copynghted works are included, the 5) must obtain written permission

from the copyright owners and credit the source(s) in the article. Elsevier has preprinted forms for
use by authors in these cases.

For open access arbicles: mmﬁmmmmlummmm
‘Exclusive License Agreement’ [ more information ). Permitted third party reuse of open access articles
is determined by the author's choice of user license,

Author rights
As an author you [or your employer or institution) have certain rights to reuse your work. More
information.

Elsevier supports responsible sharing
Find out how you can share your research published in Elsevier journals.

Hake ol rhe Fumdidng sodiroe

You are reguested to identify who provided financial support for the conduct of the research and/or
preparation of the article and to briefly describe the role of the sponsor(s), if any, in study design; in
the collection, analysis and interpretabion of data; in the writing of the report; and in the decision to
submit the article for publication. If the funding source(s) had no such involvement then this should
be stated.

Funding body agreements and policies

Elsevier has established a number of agreements with funding bodies which allow autheors to comply
with their funder's open access policies. Some funding bodies will reimburse the author for the Open
‘Access Publication Fee. Details of existing agreements are available online.
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After acceptance, open access papers will be published under a noncommercial license. For authors
requiring a commercial CC BY license, you can apply after your manuscnipt is accepted for publication.

tlll.w'n AL LeEs3

This joumnal offers authors a choice in publishing their research:

Open access

* Articles are freely available to both subscribers and the wider public with permitted reuse.

* An open access publication fee is payable by authors or on their behalf, e.g. by their research funder
or institution.

Subscription

# Articles are made available to subscribers as well as developing countries and patient groups through
our universal access programs.

* No open access publication fee payable by authors.

Regardless of how you choose to publish your article, the journal will apply the same peer review
criteria and acceptance standards.

For open access articles, permitted third party (re)use is defined by the following Creative Commaons

user licenses:

Creative Commons Attribution-NonCommercial-NoDerivs {CC BY-NC-ND)

For non-commercial purposes, lets others distnbute and copy the article, and to include in a collective
work (such as an anthology), as long as they credit the author(s) and provided they do not alter or
modify the article,

The open access publication fee for this journal = USD 2500, excluding taxes. Learn more about
Elsevier's pncing policy: http://www.elsevier.com/openaccesspricing.

Green open access
Authors can share their research in a varety of different ways and Eisevier has a number of
open access options available. We recommend authors see our green open access page for

rther information. Authors can also self-archive thewr manuscripts immediately and enable public

access from thew institution’s repository after an embargo penod. This is the version that has been

accepted for publication and which typically includes author-incorporated changes suggested during

submission, peer review and in editor-author communications. Embarge penod: For subscription

articles, an appropnate amount of time 1= needed for journals to deliver value to subsenbing customers

before an article becomes freely available to the public. This is the embargo period and it begins from

the date the article is formally published online in its final and fully atable form. Find out more,

This youmnal has an embargo peried of 12 months.

Elsevier Publishing Campus

The Elsevier Publishing Campus (www.publishingcampus.com) is an online platform offering free
lectures, interactive training and professional advice to support you in publishing your research. The
mﬂmhmﬂMMMmmmnwmﬂmMrlﬂtlm
explains how editors will look at your paper when it is submitted for publication. Use these resources,
and more, to ensure that your submission will be the best that you can make it.

Language (usage and editing services)

Please write your text in good English (American or British usage is accepted, but not a mixture of
these). Authors who feel ther English language manuscrnipt may require editing to eliminate possible
grammatical or spelling errors and to conform to correct scientific English may wish to use the English
Language Editing service available from Elsevier's WebShop.

Sralwmissivur

Owr online submission system guides you stepwise through the process of entering your article
details and uploading your files, The system converts your article files to a single PDF file used in
the peer-review process. Editable files {e.g., Word, LaTeX) are required to typeset your article for
final publication. All correspondence, including notification of the Editor's decision and reguests for
revision, is sent by e-mail.

PREPARATION

Use of word processing software

It s important that the file be saved in the native format of the word processor used. The text
should be in single-column format. Keep the layout of the text as simple as possible. Most formatting
codes will be removed and replaced on processing the article. In particular, do not use the word
processor s options to justify text or to hyphenate words. However, do use bold face, italics, subscripts,
superscripts etc. When preparning tables, if you are using a table grid, use only one grid for each
mndividual table and not a gnd for each row. If no gnd is used, use tabs, not spaces, to align columns.
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‘lhcebch‘uructﬂtﬂmuldbepuplmdmlww ur'r similar to that of conventional mmmm{lee
also the Guide to Publishing with Elsevier). Note that source files of figures, tables and text graphics
will be required whether or not you embed your figures in the text, See also the section on Electronic
artwork.

To avoid unnecessary ermors you are strongly advised to use the 'spell-check' and ‘grammar-check’
functions of your word processor.

Articie strew e

Manuscript Structure

Follow this order when typing manuscripts: Title, Authors, Affilations, Abstract, Keywords, Main text
{introduction, Matenals & Methods, Results, Discussion for an original paper), Acknowledgments,
Appendx, References, Figure Captions and then Tables. Do not import the Figures or Tables into your
text. The corresponding author should be identified with an astensk and footnote. All other footnotes
(except for table footnotes) should be identified with superscript Arabic numbers,

Introduction

This should be a succinct statement of the problem investigated within the context of a bnef review
of the relevant Iterature, Literature directly relevant to any inferences or argument presented in the
Discussion should in general be reserved for that section. The introduction may conclude with the
reason for doing the work but should not state what was done nor the findings.

Materials and Methods

Encugh detail must be given here so that another worker can repeat the procedures exactly. Where
the materials and methods were exactly as in a previous paper, it is not necessary to repeat all the
details but sufficient information must be given for the reader to comprehend what was done without
having to consult the earlier work.

Authors are reguested to make plain that the conditions of ammal and human experimentation are
as outlined in the “Ethics™ and "Studies on Animals™ sections above

Results or Findings

These should be given clearly and concisely. Care should be taken to avoid drawing inferences that
belong to the Discussion. Data may be presented in vanous forms such as histograms or tables but,
n view of pressure on space, presentabon of the same data in more than one form 15 unacceptable.
Di :

This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A combined Results
and Discussion section is often appropnate. Avoid extensive citations and discussion of published
literature,

Conclusions

The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section, which may stand
alone or form a subsechion of 2 Discussion or Results and Discussion section.

{ wxeyrlial tatle parge inforrmuteon
« Title. Concise and mformative. Titles are often used in information-retmeval systems. Avoid
abbreviations and formulae where possible,

* Author names and affiliations. Please clearly indicate the given name(s) and family name(s)
of each author and check that all names are accurately spelled. Present the authors' affiliation
addresses (where the actual work was done) below the names. Indicate all affiiations with a lower-
case superscript letter immediately after the author's name and n front of the appropriate address.
Provide the full postal address of each affiiation, including the country name and, if available, the
e-mail address of each author.

* Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of refereeing
and publication, also post-publication. Ensure that the e-mail address is given and that contact
details are kept up to date by the corresponding author.
'WMMHmmhuwmmmmmhimdem
done, or was visiting at the time, a 'Present address’ (or ‘Permanent address') may be mdicated as
a footnote to that author's name. The address at which the author actually did the work must be
retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are used for such footnotes.

As titles freguently stand alone in indexes, bibliographic journals etc., and indexing of papers is, to an
increasing extent, becoming computerized from key words in the titles, it is important that titles should
be as concise and informative as possible. Thus the animal species to which the observations refer
should always be given and it 15 desirable to indicate the type of method on which the cbservations
are based, e.g. chemical, bacterclogical, electron-microscopic, histochemical, etc. A "runming title®
of not more than 40 letters and spaces must also be supphed. A keyword index must be supphed
for each paper.
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“rrom furewd alrudroct

The paper should be prefaced by an abstract aimed at giving the entire paper in miniature. Abstracts
should be no longer than 250 words and should be structured as per the guidelines published in the
Journal of the American Medical Association (JAMA 1995; 273: 27-34). In bnef, the abstract should be
divided into the following sections: (1) Objective; (2) Design - if clinical, to include setting, selection
of patients, details on the intervention, outcome measures, etc.; if laboratory research, to include
details on methods; (3) Results; {4) Conclusions.

Highlights

Highlights are mandatory for this journal. They consist of a short collection of bullet points that
convey the core hndmngs of the artbide and should be submitbed 1n a separate editable hile in the
online submission system. Please use 'Highlights' in the file name and include 3 to 5 bullet points
{maximum B5 characters, including spaces, per bullet point). You can view example Highlights on
our information site.

l’.i-. [ ll’l}-.

Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using British spelling and avoiding
general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, ‘and’, ‘of’). Be sparing with
abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be eligible. These keywords will
be used for indexing purposes.

Abbreviations

As Archives of Oral Biology 1z 2 journal with a multidisciplinary readership, abbreviations, except
those universally understood such as mm, g, min. u.v., w/v and those listed below, should be avoided
if possible. Examples of abbreviations which may be used without definition: ADP, AMP, ATP, DEAE-
cellulose, DMA, RNA, EDTA, EMG, tris.

Other abbreviations used to improve legibility should be listed as a footnote on the title page. Chemical
symbols may be used for elements, groups and simple compounds, but excessive use should be
avorded. Abbreviations other than the above should not be used in titles.

Acknowledgements

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references and do
not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or otherwise. List here those
individuals who provided help during the research (e.g., providing language help, writing assistance
or proof reading the article, ete. ).

Formatting of funding sources
List funding sources in this standard way to facilitate compliance to funder's requirements:

Funding: This work was supported by the National Institutes of Health [!l'lﬂt numbers xxxx, yyyyl;
the Bill & Melinda Gates Foundation, Seattle, WA [grant number zzzz]; United States Institutes

of Peace [grant number aaaa].

It 1s not necessary to include detaied descripbions on the program or type of grants and awards. When
funding is from a block grant or other resources available to a university, college, or other research
institution, submit the name of the institute or organzation that provided the funding.

If no funding has been provided for the research, please include the following sentence:

This research did not receive any specific grant from funding agencies in the public, commercial, or
not-for-profit sectors.

Bacterial nomenclature

Orgamisms should be referred to by their scientific names according to the binomial system. When first
mmmmdﬂummﬁuddhlpukmfulamimm Afterwards the genus should be abbreviated
to its wmtial letter, e.g. 'S. aureus' not "Staph. aureus’. If abbreviabion s likely to cause confusion
or render the intended meaning unclear, the names of microbes should be spelt in full. Only those
names which were included in the Approved List of Bacterial Names, Int ] Syst Bacteriol 1980; 30;
225-420 and those which have been validly published in the Int J Syst Bacteriol since 1 January 1980
have standing in nomenclature. If there is good reason to use a name that does not have standing
in nomenclature, the names should be enclosed in guotation marks and an appropniate statement
concerning the nomenclatural status of the name should be made in the text (for an example see
Int J Syst Bactenol 1980; 30: 547-556). When the genus alone is used as a noun or adjective, use

lower case Roman not italic, e.g.'organisms were staphylococo’ and 'streptococcal infection’. If the
genus is specifically referred to use italics e.g. 'organisms of the genus Staphylococcus’. For genus
in plural, use lower case roman e.g. 'salmonellag’; plurals may be anglicized e.g.'salmonellas’. For
trivial names, use lower case Roman e.g. ‘'meningococcus’
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Image manipulation
Whilst it is accepted that authors sometimes need to manipulate images for clanty, manipulation for
purposes of deception or fraud will be seen as saentific ethical abuse and will be dealt with accordingly.
For graphical images, this journal is applying the following policy: neo specific feature within an image
may be enhanced, obscured, moved, removed, or introduced. Adjustments of brightness, contrast,
or color balance are acceptable if and as long as they do not obscure or eliminate any information
present in the onginal. Nonlinear adjustments (e.g. changes to gamma settings) must be disclosed
in the figure legend.
Electronic artwork
General points
+ Make sure you use uniform lettenng and sizing of your onginal artwork.
* Embed the used fonts if the application provides that option,
* Aim to use the following fonts in your dlustrations: Anal, Couner, Times New Roman, Symbol, or
use fonts that look similar,
= Number the illustrations according to thewr seguence in the text.
* Use a logical naming convention for your artwork files.
* Provide captions to illustrations separately.
* Size the illustrations close to the desired dimensions of the published version.
* Submit each illustration as a separate file.
A detailed guide on electronic artwork is available.
You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given here.
Formats
If your electronic artwork s created in a Microsoft Office applicaben (Word, PowerPoint, Excel) then
please supply ‘as 15" in the native document format.,
Regardless of the application used other than Microsoft Office, when your electronic artwork is
finalized, please ‘Save as’ or convert the /mages to one of the following formats (note the resolution
requirements for line drawings, halftones, and line/halftone combinations given below):
EPS (or PDF): Vector drawings, embed all used fonts,
TIFF (or JPEG): Color or grayscale photographs (halftones), keep to & minimum of 300 dpi.
TIFF (or JPEG): Bitmapped (pure black & white pixels) line drawings, keep to a mmimum of 1000 dpi.
TIFF (or JPEG): Combenations bitmapped line/half-tone (color or grayscale), keep to a minimum of
500 dpi.
Please do not:
* Supply files that are optimized for screen use {e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); these typicaily have a
lew number of pixels and limited set of colors;

+ Supply files that are too low in resolution;
& Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Illustration services

Elsevier's WebShop offers lllustration Services to authors preparing to submit a manuscript but
concermned abeout the quabity of the images accompanying their article. Elsevier's expert illustrators
can produce scientific, technical and medical-style images, as well as a full range of charts, tables
and graphs. Image "polishing’ is also available, where our illustrators take your image(s) and improve
them to a professional standard. Please visit the website to find cut more.

I ivdvless

Please submit tables as editable text and not as images. Tables can be placed either next to the
relevant text in the article, or on separate page(s) at the end. Number tables consecutively in
accordance with their appearance in the text and place any table notes below the table body. Be
sparing in the use of tables and ensure that the data presented in them do net duplicate results
described elsewhere in the article. Please avord using vertical rules and shading in table celis.

Dats references

This journal encourages you to cite underlying or relevant datasets in your manuscnpt by cibng them
in your text and including a data reference in your Reference List. Data references should include the
following elements: author name(s), dataset title, data repository, version (where available), year,
and global persistent identifier. Add [dataset] immediately before the reference so we can properly
identify it as @ data reference. The [dataset] identifier will not appear in your published article.

Reference management software
Most Elsevier journals have their reference template available in many of the most popular reference

management software products. These include all products that support Citation Style Language
styles, such as Mendeley and Zotero, as well as EndMote. Using the word processor plug-ins from
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these products, authors only need to select the appropnate joumnal template when prepaning ther
article, after which citations and biblicgraphies will be automatically formatted in the journal's style,
If no template is yet available for this journal, please follow the format of the sample references and
citations as shown in this Guide,

Wﬂﬂmmmtﬂhﬂhmﬂhhrﬁhumdhdﬁmmm

ht'.tn‘:Hupen.mendelev.:omfu.-.e-citatinn-swle.far:hivesvuf-ural-biolugr
When prepanng your manuscnpt, you will then be able to select this style using the Mendeley plug-
ne for Microsoft Word or LibreOffice.

Reference style

Text: Citations in the text should follow the referencing style used by the American Psychological
Association. You are referred to the Publication Manual of the Amencan Psychological Asscaation,
Sixth Edition, ISBN 978-1-4338-0561-5, copies of which may be ordered online or APA Order Dept,,
R.O.B. 2710, Hyattswille, MD 20784, USA or APA, 3 Hennetta Street, London, WC3E SLU, UK,

List: references should be arranged first alphabetically and then further sorted chronologically
necessary. More than one reference from the same author{s) in the same year must be dentified by
the letters "a’, 'b', 'c’, etc., placed after the year of publication.

Examples:

Reference to a journal publication:

Van der Geer, J.,, Hanraads, 1. A. 1., & Lupton, R. A. (2010). The art of writing a scientific article.
Journal of Scientific Communications, 163, 51-59,

Reference to 2 book:

Strunk, W., Jr, & Whte, E. B. (2000). The elements of style. (4th ed.). New York: Longman, (Chapter
4),

geference to a chapter in an edited book:

Mettam, G. R, & Adams, L. B. (2009). How to prepare an electronic version of your article. In B. 5.
Jones, & R. Z. Smith (Eds.), Introduction to the electronic age (pp. 281-304), New York: E-Publishing
Inc.

reference to a website:

Cancer Research UK. Cancer statistics reports for the UK, (2003). http://www.cancerresearchuk.org/
aboutcancer/statistics/cancerstatsreport/ Accessed 13.03.03.

Geference to = dataset:

[dataset] Ogure, M., Imahiro, S., Saito, 5., Nakashizuka, T. (2015). Mortality data for Japanese
oak wilt disease and surrounding fwmm: Mendeley Data, v1. hittps://doi.org/10.17632/
xwj98nb39r1.

Aaptinn Sl

The journal encourages authors to create an AudioShdes presentation with their published article.
AudioSlides are brief, webinar-style presentations that are shown next to the online article on
ScienceDirect. This gives authors the opportunity to summarize thew research in their own words
and to help readers understand what the paper is about. More information and examples are
available. Authors of this journal will automatically receive an invitation e-mail to create an AudioSlides
presentation after acceptance of their paper.

AFTER ACCEPTANCE

Ovlivie perowed «ourress Thosn

Corresponding authors will receive an e-mail with a link to our online proofing system, allowing
annctation and correction of proofs online, The environment is similar to M5 Word: in addtion to
editing text, you can also comment on figures/tables and answer questions from the Copy Editor.
Web-based proofing prowvides a faster and less emor-prone process by allowing you to directly type
your corrections, eliminating the potential introeduction of errors.

1f preferred, you can still choose to annotate and upload your edits on the PDF version. All instructions
for proofing will be given in the e-mail we send to authors, including alternative methods to the online

mﬂwﬁwmmgﬁwurﬂdﬂpﬂﬁd\dwﬂdvmdm Please use this
proof only for checking the typesetting, editing, completeness and correctness of the text, tables and
figures. Significant changes to the article as accepted for publication will only be considered at this
stage with permission from the Editor. It is important to ensure that all corrections are sent back
to us n one commurmication. Please check carefully before replying, as inclusion of any subsequent
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