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RESUMO

BERNARDES, N.R. DSc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro.
Fevereiro de 2014. Schinus terebinthifolius Raddi: Atividade Antioxidante e Potencial
Bioldgico. Orientadora: Prof. D.S.c Daniela Barros de Oliveira. Coorientadora: Prof.
D.S.c Michelle Frazdo Muzitano.

Este trabalho foi realizado no Laboratério de Tecnologia de Alimentos, em
colaboracdo com o Laboratério de Sanidade Animal (LSA), ambos do Centro de
Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias, e com o Laboratério de Biologia do
Reconhecer do Centro de Biociéncias e Biotecnologia, na Universidade Estadual do
Norte Fluminense Darcy Ribeiro, Campos dos Goytacazes, RJ. O objetivo deste
trabalho foi avaliar e ampliar o conhecimento quimico e biolégico acerca dos frutos
de Schinus terebinthifolius Raddi (Anacardiaceae), bem como suas atividades
biolégicas, para a utilizacdo do mesmo como antioxidante e alimento funcional. Para
a obtencéo do extrato metandlico, os frutos de aroeira foram submetidos a extracao
exaustiva com metanol. Os fracionamentos cromatograficos foram realizados com o
intuito de se obter as substancias purificadas e com potencial antioxidante e
bioldgico. O conhecimento do perfil quimico do extrato conduziu a uma amostra com
um pico bastante intenso no tempo de retencdo em 10,891 minutos e mais quatro
picos com tempo de 27,435; 29,312; 29,867 e 30.901 minutos com caracteristicas

para flavonoides. Foi realizada uma particAo com o solvente acetato de etila que
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resultou em duas particdes, uma aguosa e outra organica que através do seu perfil
quimico realizado por CLAE, foi possivel observar que a particdo organica
concentrou 0s compostos de interesse. Apds a purificacdo da particdo oganica,
obteve-se trés substancias isoladas (ST-02, ST-04 e ST-5-1), que foram enviadas ao
RMN para sua elucidacdo estrutural, que a partir de dados espectroscopicos a
galangina 7-O-Ramnopiranosideo, o acido galico e a galangina foram identificados.
Através do teor de fendis totais foi possivel observar que a particdo organica
apresenta a maior concentracao de fendis totais, seguido do extrato metandlico e da
particdo aquosa. Tal resultado confirma a concentracdo das moléculas de interesse
(substancias fendlicas) no processo de fracionamento do extrato metandlico. O
extrato metandlico, particAo aquosa e organica, as fracdes ST-05 e ST-06, bem
como as substancias isoladas e padrdes quimicos foram avaliados quanto a sua
atividade antioxidante por duas metodologias, uma que se baseia no sequestro do
radical livre DPPH (1,1-difenil-2-picrilidrazil) e a metodologia que se baseia na
reducdo do Fe®' para Fe®, conhecida como FRAP (Ferric Reducing Antioxidant
Power — Corresponde ao Poder Antioxidante de Reducao do Ferro). Em uma escala
de capacidade de sequestro de radicais livres, pelo método do DPPH, a sequéncia
seria: Acido gélico (ECsg 0,97 + 1,58) > particdo organica (ECso 0,97 + 1,58)> Extrato
metandlico (ECsp 14,39 + 1,12) > ST-06 (ECso 27,6 £ 1,30) > Particdo aquosa (ECso
127,3 + 1,14) > ST-05 (ECso 328,1 = 1,12). Com relagéo ao resultado do poder
redutor do Ferro, o acido galico foi a amostra que conseguiu reduzir a maior
quantidade de reducdo do Fe®* a Fe?* (650,6 + 0,8 pM de Trolox/mg) seguido de
particdo organica (201,8 + 0,6 uM de Trolox/mg), Extrato metandlico (172,4 £ 0,9 uM
de Trolox/mg), Particdo aquosa (160,0 =+ 0,4 uM de Trolox/mg), ST-06 (143,8 + 0,4
UM de Trolox/mg) e por fim ST-05 (72,6 £ 1,7 uM de Trolox/mg). Com relagédo a
atividade imunofarmacoldgica, a particdo organica apresentou a melhor capacidade
em inibir a producéo de NO (ICso de 23,23 + 1,18 ug/mL) quando comparado com o
extrato metanolico (ICsp de 55,04 = 1,13 pg/mL) e particAo aquosa (196,5+1,17),
resultado semelhante ao potencial antioxidante avaliado pelas metodologias do
DPPH e FRAP. Com relagdo as fracbes ST-05 e ST-06 essas apresentaram as
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melhores inibigcdes da producdo de NO (ICso de 20,90 £ 1,20 pg/mL e ICso de 14,20 +
1,16 pg/mL, respectivamente), até mesmo quando comparadas com a particao
organica. O flavonoide isolado de S. terebinthifolius, Galangina 7-O-
Ramnopiranosideo, inibiu significativamente a producdo de NO (ICso de 22,47 + 1,61
pug/mL). E com relacdo ao acido galico, este ndo apresentou boa capacidade em
inibir a producédo de NO por macréfagos visto que até na maior concentracao testada
(100 pg/mL) a inibicdo da producdo de NO foi de 39,9 + 2,3 %. No que se refere a
citotoxicidade, somente o extrato metandlico e ST-05 mostraram toxicidade nas
maiores concentracfes (500 pg/mL e 100 pg/mL, respectivamente) acima de 50%,
sendo essa toxidez diminuida nas demais concentracbes mantendo a inibicdo da
producéo de NO. Todas as demais amostras nao apresentaram toxidez. Com relagao
a inibicdo do Fator de Necrose Tumoral (TNF-a) apenas o extrato metandlico e a
fracdo organica na concentracdo de 500 pg/mL inibiram a sua producédo em 23,80 £
1,61% e 37,19 + 0,58%, respectivamente, em relacdo ao controle tratado. Com
relagdo as substancias isoladas dos frutos de aroeira, a Galangina 7-O-
Ramnopiranosideo (ST-02) e o &acido gdlico (ST-04), ndo foi possivel observar
influéncia sob o TNF-a. Com relacdo a avaliacdo da inibicdo do crescimento
bacteriano frente as diferentes cepas de Staphylococcus, a fracdo ST-06, para todas
as cepas trabalhadas, apresentou o melhor resultado, com concentracdo de 20
mg/mL. O extrato metandlico, a particdo organica e o ST-05 também apresentaram
elevado potencial antimicrobiano. As amostras menos eficientes foram a Galangina
7-O-Ramnopiranosideo (ST-02) e o acido galico (ST-04), onde nado foi possivel
observar a concentracdo minima inibitéria dessas amostras para todas as cepas
trabalhadas, visto que devido a pouca massa resultante do fracionamento, so foi
possivel avaliar a atividade microbiana em apenas uma Unica concentragdo (20
mg/mL). Porém, ¢é possivel observar que o flavonol Galangina 7-O-
Ramnopiranosideo apresentou inibicAo do crescimento bacteriano, mas nao foi
possivel observar a concentragdo minima inibitéria. Esse resultado sugere que
outros mecanismos além das propriedades antioxidantes podem estar relacionados

com as atividades anti-inflamatérias e antimicrobianas. Com base nestas
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observacdes, € de suma importancia o descobrimento de substancias quimicas
presentes em fontes vegetais que possam apresentar tanto atividades antioxidantes
quanto antimicrobiana e anti-inflamatérias. Assim, essas substancias seriam uma

excelente alternativa para o desenvolvimento de alimentos funcionais.
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ABSTRACT

BERNARDES, N.R. DSc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro.
February, 2014. Schinus terebinthifolius Raddi: Antioxidant Activity and Biological
Potential. Professor Advisor: D.S.c. Daniela Barros de Oliveira. Co-Advisor: Prof.
D.S.c. Michelle Frazao Muzitano.

This work was performed at the Laboratério de Tecnologia de Alimentos, in
collaboration with the Laboratério de Sanidade Animal (LSA), both belonging to
Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias, and with Laboratério de Biologia do
reconhecer (LBR) of Centro de Biociéncias e Biotecnologia belonging to Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, Campos dos Goytacazes, RJ. The aim
of this work is to expand the chemical and biological studies about the fruits of
Schinus terebinthifolius Raddi (Anacardiaceae) knowledge as well as their biological
activities, for its use as an antioxidant and functional food. To obtain the methanol
extract of the pepper tree, the fruits were submitted to an exhaustive extraction with
methanol. The chromatographic fractionations were carried out in order to obtain the
purified and antioxidant substances and biological potential. The knowledge of the
chemical profile of the extract resulted in a sample with a very intense peak at
retention time 10.891 minutes and four peaks with time of 27.435, 29.312, 29.867,
and 30,901 minutes with characteristics of flavonoids. A partition with ethyl acetate
solvent resulted in two partitions, one aqueous and other organic which through its
listing held by HPLC, it was observed that the organic partition concentrated
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compounds of interest. After purification, the organic partition obtained three isolated
compounds (ST-02, ST-04 and ST-5-1) that were sent to NMR for structure
elucidation, which spectroscopic data results in galangin 7-O- rhamnopyranoside,
galangin and gallic acid were identified. Through the total phenolic content was
observed that the organic partition has the highest concentration of total phenolics,
followed by methanol extract and aqueous partition. This result confirms the
concentration of the molecules of interest (phenolic compounds) in the process of
fractionation of the methanol extract. The methanol extract, aqueous and organic
partition, the ST-05 and ST- 06 fractions and the isolated compounds and chemical
patterns were evaluated for their antioxidant activity by two methods, one based in
the scavengers of free radical DPPH (1,1-diphenyl-2-picrilidrazil) and the
methodology based on the reduction of Fe*" to Fe**, known as FRAP (Ferric reducing
Antioxidant Power). On a scale of scavengers capacity of free radicals, by the DPPH
method, the sequence would be: gallic acid (ECsp 0.97 + 1.58) > organic partition
(ECs0 0.97 = 1.58) > methanol extract (ECsp 14.39 + 1.12) > ST-06 (ECsp 27.6 + 1.30)
> aqueous Partition (ECsp 127.3 = 1.14) > ST-05 (ECsp 328.1 + 1.12). With respect to
the result of the FRAP, gallic acid sample which was able to reduce the greater
amount of reduction of Fe®* to Fe?* (650.6 + 0.8 uM of Trolox/mg) then the organic
partition (201.8 = 0.6 uM of Trolox/mg) , methanol extract (172.4 = 0.9 uM of
Trolox/mg), aqueous Partition (160.0 £ 0.4 uM of Trolox/mg) , ST-06 (143 8 + 0.4 uM
of Trolox/mg) and finally ST-05 (72.6 £ 1.7 puM of Trolox/mg). Regarding the
Imunofarmacologic activity, the organic partition showed the best capacity to inhibit
NO production (ICsp of 23.23 + 1.18 pg/mL) as compared to the methanolic extract
(ICso of 55.04 £ 1.13 pg/mL) and aqueous partition (196.5 + 1.17 pg/mL), similar to
the antioxidant potential measured by FRAP and DPPH methodologies. Regarding
the ST-05 and ST-06 fractions showed the greatest inhibition of NO production (ICsg
of 20.90 = 1.20 pg/mL and ICso of 14.20 + 1.16 pg/mL, respectively) to even when
compared to the organic partition. The flavonoid isolated from S. Terebinthifolius,
galangin 7-O- rhamnopyranoside, this significantly inhibited NO production (ICso of
22.47 + 1.61 pg/mL). And with respect to gallic acid, this did not present a good



XXXi

capacity to inhibit NO production by macrophages since even at the highest
concentration tested (100 pg/mL) inhibition of NO production was 39.9 + 2.3%. With
regard to cytotoxicity, only the methanol extract and ST-05 showed toxicity at the
highest concentrations (500 pg/mL and 100 pug/mL, respectively) higher than 50%,
and in other concentrations that reduced toxicity while maintaining production
inhibition NO. All other samples showed no toxicity. With respect to inhibition of tumor
necrosis factor (TNF-a) only methanol extract and the organic fraction in
concentration of 500 pg/mL inhibited the production by 23.80 + 1.61 % and 37.19 +
0.58% respectively compared to the control treatment. Regarding substances isolated
from the fruits of pepper tree, galangin 7-O-rhamnopyranoside (ST-02) and gallic acid
(ST-04), were not observed under the influence of TNF-a. Regarding the assessment
of bacterial growth inhibition against various strains of Staphylococcus, ST-06
fraction, for all strains worked, showed the best results, with a concentration of 20
mg/mL. The methanol extract, organic partition and ST-05 also showed high
antimicrobial potential. The samples less efficient were galangin 7-O-
rhamnopyranoside (ST-02) and gallic acid (ST -04) which did not exhibit the minimal
inhibitory concentration for these samples all strains worked, since due to the small
mass resulting the fractionation was only possible to assess microbial activity in only
a single concentration (20 mg/ mL). But is possible to see that the flavonol galangin 7-
O-rhamnopyranoside showed inhibition of bacterial growth, but it has not been
possible to observe the minimum inhibitory concentration. This result suggests that
other mechanisms in addition to the antioxidant properties can be related to the anti-
inflammatory and antimicrobial activities. Based on these observations, it is of
paramount importance the discovery of chemicals in plant sources that can provide
much antioxidants as antimicrobial and anti-inflammatory. Thus, these substances

would be an excellent alternative for the development of functional foods.



1. INTRODUCAO

Os habitos alimentares tém sido considerados importantes fatores para a
saude do individuo. O consumo de alimentos sem valor nutritivo, os fast foods,
tem aumentado muito, 0 que levou a uma série de doencas associadas as
deficiéncias nutricionais e ao risco de infecgbes bacterianas (Vo e Kim, 2013).
Recentemente observa-se um interesse dos consumidores nos beneficios
nutricionais e um possivel controle ou prevencdo de doencas, ou seja, 0S
consumidores estdo aderindo a ideia de prevencdo e ndo a cura de doencas
(Vo e Kim, 2013, Sird, et al; 2008; Hardy, 2000). Neste sentido, os alimentos
funcionais se destacam ocasionando uma melhor qualidade e expectativa de
vida (Vo e Kim, 2013; Sir0, et al; 2008; Kotilainen, et al.; 2006).

Assim, os alimentos funcionais sdo conhecidos por desempenharem um
importante papel na reducdo dos riscos a saude e melhoraria na qualidade de
vida. Entretanto, a capacidade de alguns alimentos derivados de plantas em
reduzir o risco de doencas crénicas tem sido associada, pelo menos em parte,
com a ocorréncia de metabdlitos secundarios, que tém demonstrado exercer
uma gama de atividades biol6gicas (Vo e Kim, 2013; Espin, et al; 2007).

Diversos grupos de pesquisadores tém concentrado esforcos
significativos na pesquisa de produtos naturais a partir de diversas plantas
nativas e introduzidas no pais. Mas, mediante todo o0 potencial da
biodiversidade dos compostos naturais, ainda existem poucos grupos
trabalhando na area de plantas medicinais pela populagéo e da riqueza da flora
brasileira. E visando esta melhoria e aumento da descoberta de novos

fitoterapicos, bem como novas pesquisas cientificas, o SUS, desde 2009



ampliou o RENISUS, que é Relagdo Nacional de Plantas Medicinais de
Interesse ao SUS (Ministério da Saude, 2009).

A espécie Schinus terebinthifolius Raddi, popularmente conhecida como
aroeira, € uma espécie nativa da flora brasileira. Seus frutos sdo utilizados
como condimentos na culinaria, e popularmente & empregada como anti-
inflamatoria e antifebrifuga, porém sé@o poucos os trabalhos acerca deste fruto
na literatura. A importancia do estudo com esta planta tem promovido a sua
inclusdo na Farmacopeia Brasileira (Branddo et al., 2006), bem como € uma
das 71 plantas de interesse do SUS.

Muitas patologias além da aterosclerose, de problemas pulmonares,
processos inflamatorios e outras doencas degenerativas como 0 cancer,
podem ser agravadas pela formacdo de radicais livres e ainda promoverem
lesGes teciduais, como as cardiopatias, por originarem a oxidacdo (Mariod, et
al. 2010; Halliwell, 2009; Shami e Moreira, 2004). Essas espécies quimicas
podem ser geradas por fatores intrinsecos e extrinsecos. Como exemplos de
fatores intrinsecos podem ser citados a taxa respiratoria durante a ativacao de
glébulos brancos como neutréfilos, macrofagos, entre outros. E como fatores
extrinsecos, a formacdo a partir do oxigénio e seus derivados, dos radicais
alcoxi e peroxido, do ozénio, de metais de transi¢cao (Mariod, et al. 2010).

Para tanto € comum o uso de substancias antioxidantes que, quando
presentes em concentracdes ideais em relacdo aos substratos oxidaveis,
inibbem ou atrasam significativamente 0s processos oxidativos (Bernardes,
2010; Ali, et al. 2008; Vicentino e Menezes, 2007). Os antioxidantes sdo
substancias quimicas que reduzem ou evitam a oxidacdo e tém a capacidade
de neutralizar os efeitos nocivos dos radicais livres nos tecidos e, portanto, sao
capazes de proteger contra inUmeras doencas (Ali, et al. 2008; Vicentino e
Menezes, 2007).

A busca de novos agentes antioxidantes a partir de fontes vegetais
utilizadas na alimentacdo humana e na medicina popular contra inflamacgdes e
infecgbes pode levar a moléculas naturais com alto potencial antimicrobiano e
anti-inflamatorio in vitro e in vivo (Bernardes, 2010; Fang e Liu, 2002).

Existem diversos trabalhos para avaliagdo das propriedades

antioxidantes e antimicrobianas de vegetais. No entanto, as pesquisas



realizadas a partir de Schinus terebinthifolius Raddi se concentram em nivel de
analise das folhas e da seiva (tronco) (Web of Science e Science Direct, 1980 a
2013).

Dessa forma, o enfoque principal deste estudo estd baseado na
avaliacao da atividade antioxidante, na inibicdo do crescimento microbiano e no
potencial anti-inflamatoério do extrato obtido a partir dos frutos de aroeira, o que

em tese pode justificar seu uso popular como alimento funcional.



2. OBJETIVOS

2.1 — Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho é ampliar o conhecimento quimico e biologico
acerca dos frutos de Schinus terebinthifolius Raddi, bem como suas atividades

biolégicas, para a utilizacdo do mesmo como antioxidante e alimento funcional.

2.2 Objetivos Especificos

% Auvaliar o perfil quimico do extrato metandlico dos frutos da aroeira por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE);

s Isolar e identificar o pigmento responséavel pelo potencial antioxidante e
pelas atividades biolégicas dos frutos através de técnicas
cromatograficas e espectroscopicas;

< Avaliar a atividade antioxidante do extrato, das fracbes e substancias
isoladas a partir dos frutos pelos métodos do DPPH e FRAP;

% Avaliar a atividade anti-inflamatéria in vitro, através da capacidade do
extrato e das fracdes em inibir a producéo de Oxido Nitrico (NO);

% Avaliar a capacidade de inibicAo do TNF-o através do bioensaio de
L929;

« Auvaliar a citotoxidade dos extratos, das fracbes e substancias isoladas
através do teste de MTT e LDH,;

« Avaliar a atividade antibacteriana dos extratos e das fracdes obtidas a
partir dos frutos de aroeira em diferentes cepas de Staphylococcus.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Alimentos Funcionais

Os habitos alimentares tém sido considerados importantes fatores para
a salde do individuo. O consumo de alimentos sem valor nutritivo, os fast
foods, tem aumentado muito, o que levou a uma série de doencas associadas
as deficiéncias nutricionais e ao risco de infecgbes bacterianas (Vo e Kim,
2013). Recentemente observa-se um interesse dos consumidores nos
beneficios nutricionais e um possivel controle ou prevencdo de doencas, ou
seja, os consumidores estdo aderindo a ideia de prevencdo e ndo a cura de
doencas (Vo e Kim, 2013, Sir6, et al. 2008; Hardy, 2000). Neste sentido, os
alimentos funcionais se destacam ocasionando uma melhor qualidade e
expectativa de vida (Vo e Kim, 2013; Sir0, et al. 2008; Kotilainen, et al. 2006).

A definicdo dos alimentos funcionais foi proposta pela primeira vez em
1984 por cientistas japoneses que estudavam a relagdo entre nutricao,
satisfacdo sensorial, fortificacdo e modulacdo de sistemas fisioldgicos. Porém,
na maioria dos paises nao existe uma definicdo exata do termo, e um consenso
sobre a definicho de alimentos funcionais € um desafio mesmo para
especialistas em nutricdo e alimentacéo (Sir6, et al. 2008; Niva, 2007).

De acordo com a Comissdao Europeia sobre a Ciéncia dos Alimentos
Funcionais na Europa (FUFoSE), coordenado pelo International Life Science
Institute (ILSI), estes alimentos s&o definidos: "um alimento s6 pode ser

considerado funcional se juntamente com o impacto nutricional basico, possuir



efeitos benéficos em uma ou mais fungbes do organismo humano, assim,
melhorando as condicdes gerais e fisicas e/ou diminuindo o risco da evolucao
de doencas. Seu consumo e a forma de ingestdo deve ser diariamente e na
forma natural. Por isso, ndo poderia ser em forma de pilula ou capsula (Sir6, et
al. 2008). Uma definicdo simples e préatica de alimentos funcionais seria
“alimento ou ingredientes alimentares que podem fornecer um beneficio a
saude além dos tradicionais nutrientes ja contidos” (lkeda, et al. 2010;
Goldberg, et al. 2000).

A Food and Drug Administration (FDA) regula os alimentos funcionais
baseada no uso que se pretende dar ao produto, na descricdo presente nos
rétulos ou nos ingredientes. A partir destes critérios, a FDA classificou os
alimentos funcionais em quatro categorias: alimentos, suplementos
alimentares, alimento para usos dietéticos especiais ou alimento-medicamento
(Noonan e Noonan, 2004). Portanto, é dificil dimensionar o mercado destes
produtos (Kotilainen et al. 2006). No Brasil, a industria deve seguir a legislacdo
do Ministério da Saude. As normas e 0s procedimentos para registro de
alimentos e/ou ingredientes funcionais é de responsabilidade da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e estabelece que para se obter o
registro de um alimento com alegacdo de propriedades funcionais e/ou de
saude, deve ser formulado um relatério técnico-cientifico, comprovando os
beneficios e a seguranca no uso do alimento (Camara, et al. 2008).

Estima-se que a taxa de crescimento anual na industria de alimentos
esperada para os alimentos funcionais varie, mas o consumo destes alimentos
mostra-se impressionante em comparacdo com as taxas de crescimento de
outros mercados. A procura pelos alimentos funcionais cresce de 2-3% por ano
para a industria de alimentos como um todo (Verbeke, 2010). No Brasil, ja sédo
varios os alimentos funcionais presentes no mercado. Podendo citar além dos
iogurtes com probidticos que melhoram a saulde intestinal, os leites
enriquecidos com ferro, com vitaminas e com o acido graxo 6mega-3. O setor
da agua mineral também ingressou no mercado das bebidas funcionais,
oferecendo dguas que contém alta concentragdo de vitaminas C e do complexo
B, ou com fibras como frutooligossacarideos (FOS) com a promessa de

contribuir para a prevencdo dos canceres de mama e de colon e para a



reducdo dos riscos de doencas cardiovasculares, além de regular o intestino
(Raud, 2008).

Os exemplos de alimentos funcionais citados pelo International Food
Information Council Foundation (IFIC), 6rgao que trabalha com questdes de
comunicacdo envolvendo consumidores e nutricdo nos Estados Unidos, s&o:
frutas, hortalicas, graos, e alimentos fortificados. Alguns suplementos
alimentares (IFIC, 2006) tém sido desenvolvidos para trazer beneficios com
relacdo a regulacdo de funcdes corporais, exercendo protecao contra algumas
doencas (Bernardes, et al. 2010).

Assim, os alimentos funcionais sdo conhecidos por desempenharem um
importante papel na reducéo dos riscos a saude e melhoraria na qualidade de
vida. Entretanto, a capacidade de alguns alimentos derivados de plantas em
reduzir o risco de doencas crénicas tem sido associada, pelo menos em parte,
com a ocorréncia de metabolitos secundérios, que tém demonstrado exercer
uma gama de atividades biologicas. Em geral, esses metabdlitos possuem
baixo teor de compostos bioativos, quando comparados com medicamentos,
mas desde que sejam ingeridos regularmente e em concentragbes
significativas, como parte da dieta, eles podem ter um efeito fisioldgico
perceptivel em longo prazo (Vo e Kim, 2013; Espin, et al. 2007). Notavelmente,
estes resultados sdo esperados, devido aos efeitos sinérgicos, a seguranca, ao
estatus econdmico, e menos efeitos colaterais do que muitos medicamentos
rotineiramente prescritos para o tratamento de certos sintomas (Vo e Kim,
2013; Raskin et al. 2002).

Sendo assim, as frutas e as hortalicas vém sendo estimuladas desde a
década de 80 para consumo na populacdo mundial (Bernardes, et al. 2010;
Singh et al. 2003) por apresentarem substancias que estao relacionadas aos
efeitos metabdlitos ou fisiolégicos no organismo humano, além de estarem
vinculadas a atividade antioxidante (acdo redutora), como as substancias
fendlicas (Wach et al. 2007).

Nos ultimos anos, o0s pesquisadores tém concentrado esforgcos
significativos na pesquisa de produtos naturais a partir de plantas frutiferas.
Embora exista um grande potencial na biodiversidade brasileira, s&o poucos 0s

trabalhos na area de caracterizacdo de pigmentos a partir de frutos no pais. Os



pigmentos naturais, para a quimica de alimentos, sdo substancias com
estruturas e propriedades quimicas e fisicas diferenciadas, agrupados de
acordo com suas estruturas quimicas em: substancias heterociclicas
tetrapirrolica; substancias com estrutura isoprénica; betalainas; substancias
quinoidais; moléculas ou substancias arométicas, como os acidos fendlicos, os
taninos e os flavonoides, que neste trabalho terdo maior enfoque (O‘Prey et al.,
2003; Bobbio e Bobbio, 2001).

3.2- Flavonoides

Os flavonoides sdo metabdlitos secundarios provenientes da rota
biossintética dos vegetais e sdo encontrados principalmente em frutas,
verduras e alguns grdos. A concentracdo de um flavonoide especifico pode
variar consideravelmente, dependendo de inumeros fatores, tais como
doencas, ataque de insetos e/ou pragas, estresse climatico, radiacéo
ultravioleta, entre outros (Haytowitz, et al. 2013; Winkel-Shirley, 2002). Outras
fontes da variabilidade podem incluir o cultivar, o local de crescimento, as
praticas agricolas, a colheita, os métodos de armazenamento e as condi¢cdes
de processamento e preparacao (Haytowitz, et al. 2013).

Os flavonoides constituem um grande grupo de compostos fendlicos
vegetais. Atualmente, mais de 10.000 flavonoides foram identificados (Agati, et
al; 2012; Harbone, 1994), embora um nimero muito menor possui importancia
do ponto de vista alimentar (Agati, et al. 2012).

A absorcéo dos flavonoides glicosilados ingeridos na dieta tem sido um
tema controverso e evasivo ao longo dos anos. Apesar de muitas respostas ja
terem sido apresentadas, esta questdo esta longe de ser resolvida. Mas,
acredita-se que estas moléculas altamente polares ndo poderiam ser
absorvidas ap0s ingestéao oral, mas hidrolisadas em suas agliconas (as formas
sem acucar) por enzimas bacterianas no limen do intestino (Walle, 2004;
Griffiths e Barrow, 1972). As agliconas entdo, podem ser parcialmente

absorvidas ou podem ainda sofrer outra biotransformacéo por bactérias. Outras



evidéncias sugerem que alguns flavonoides glicosilados podem ser
hidrolisados no intestino delgado (Walle, 2004).

Sabe-se que os flavonoides possuem potencial bioativo e devido a isso,
tém sido reconhecidos ha muito tempo. Na década de 90, o interesse por estes
compostos realmente comecgou e vem crescendo desde entdo (Erlund, 2004).
Varias propriedades exibidas pelos flavonoides incluem a inibicdo da
peroxidacao lipidica, atividade anticancerigena e sua capacidade antioxidante
(Agati et al. 2012). O potencial em reduzir os riscos de doencas crénicas devido
a estas propriedades bioldgicas tem motivado a comunidade cientifica para
realizar estudos epidemiologicos para observar a ingestdo de flavonoides e
possiveis associacbes com a reducdo do risco para diversas doencas
(Haytowitz, et al. 2013).

3.2.1 Propriedades Quimicas e Classificacao

Os flavonoides sdo compostos por dois anéis benzénicos (A e B), que
sdo conectados por um anel pireno contendo o oxigénio (C) (Figura 1). Mais de
10.000 substancias de estrutura compativel aos flavonoides foram
identificadas. O grande namero de moléculas surge devido a possibilidade das
diversas combinacBes de varios grupos de hidroxila e metoxila, além das
reacOes de reducdo e oxidacdo no esqueleto basico dessas moléculas (Agati,
et al. 2012; Hodek, et al. 2002).

Figura 1- Nucleo fundamental dos flavonoides, ressaltando sua numeracéo.

Baseado em seu esqueleto, os flavonoides sao classificados em seis
subclasses (figura 2): flavonéis (1-a) (p.ex., quercetina, kaempferol), contendo

uma hidroxila na posicao 3 e carbonila na posicao 4 do anel C; flavonas (1-b)
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(p.ex., luteolina, apigenina), contendo apenas carbonila na posicao 4; flavandis
(2) (p.ex. catequina) contendo apenas a hidroxila no C-3, porém sem a dupla
ligacdo entre os C-2 e C-3; flavanonas (4) contendo apenas a carbonila no C-4,
também sem a dupla ligacdo entre os C-2 e C-3; antocianidinas (3) (p.ex.,
cianidina, malvidina) apenas contendo a hidroxila no C-3; isoflavonas (5) (p.ex.,
genisteina, gliciteina) em que o anel B est4 localizado na posi¢do C-3 do anel
C (Otaki, et al. 2009; Ribani, 2006; Ross e Kasum, 2002; Harborne, 1994).

laeb) 1-a Flavonoéis
Ry R, Rs
Quercetina OH OH OH
Kaempferol OH H OH
1-b Flavonas
R, R, R
Luteolina H OH OH
Apigenina H H OH
2) Flavanois
R1 R2
Catequina OH H

3) Antocianidina

R1 R2

Cianidina OH H

Malvidina OCH; HCH,
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4) Flavanonas

R1 R2 Rs
Hesperetina H OH OCHs
Naringenina H H OH

5) Isoflavonas

R1 R2

Daidzeina H H

Genisteina OH H
Gliciteina H OCH;

Figura 2 - Algumas subclasses dos flavonoides

Os flavonoides estdo presentes em plantas principalmente como
glicosideos. Pelo menos 8 monossacarideos diferentes ou combinacdes destes
(di-ou trissacarideos) podem se ligar com os diferentes grupos hidroxilas da
aglicona dos flavonoides. A abundéancia dos flavonoides é o resultado de
muitas combinacdes diferentes destas agliconas com acucares. As por¢cdes de
acucar mais comuns incluem D-glicose e L-ramnose. Os glicosideos sé&o
geralmente O-glicosideos, com a molécula de acucar ligada ao grupo hidroxila
em C-3 ou na posicao C-7 (Erlund, 2004; Hodek, et al. 2002; Willians e
Harbone, 1996).

Com relacéo aos flavonoides isolados a partir do género Schinus, em
que se encontra a espécie Schinus terebinthifolius, alvo deste estudo, onze
flavonoides foram identificados, entre eles quercetina, isoquercitrina 6"-O-p-
hidroxibenzoato, hisperina 2"-O-a-L-ramnopiranosil-6"-O-galato, agastisflavona,
robustaflavona, tetraidrorobustaflavona, apigenina, naringina, miricetrina,

guercitrina e miricetina (Figuras 8, 9, 10 e 11).
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3.2.2- Biossintese

Os flavonoides, junto com os isoprenoides e alcaloides, compreendem
as trés maiores classes de metabdlitos secundarios, sdo Unicos nos vegetais e
sdo parte essencial na adaptacdo a vida em um ambiente adverso e
inconstante (Schijlen et al. 2004; Winkel-Shirley, 2001). Na maioria das
espécies de plantas, o excesso de luz e alta radiacdo UV desencadeiam um
aumento na sintese e acumulo de compostos néo fotossintéticos relacionados
a via dos fenil propanoides contendo o esqueleto C6-C3 (fenil propano),
derivados do &cido cinamico, sintetizado a partir do acido chiquimico (Avila,
2012; Ribani, 2006).

O esqueleto carbbdnico dos flavonoides resulta de rotas biossintéticas
mistas (Figura 3): a do acido chiquimico e a do acetato via acido meval6nico
(Harborne, 1994). A chalcona sintase € a enzima que cataliza a formacédo da
chalcona intermediaria basica C15, da qual todos os flavonoides séo formados,
pela condensacao de trés moléculas de malonil-CoA com uma molécula de 4-
coumaroil-CoA, (C6-C3). O substrato éster da CoA do &cido cinamico vem da
fenilalanina. A fenilalanina amoénio liase canaliza o esqueleto C6-C3 da
fenilalanina via acido trans-cinamico pelo metabolismo de fenilpropanoides. A
introducdo da funcgédo hidroxi na posicéo 4 do &cido trans-cindmico € catalizada
pela cinamato 4-hidroxilase, fornecendo o 4-coumarato. O acido hidroxi-
cindmico é ativado para futuras reacdes, pela formacédo de um éster da CoA (4-
coumaroil-CoA), substrato preferido pela chalcona sintase. O segundo
substrato da chalcona sintase, o malonil-CoA, € sintetizado a partir da acetil-
CoA e CO.,. Através de subsequentes hidroxilacdes e reducbes, os vegetais
sintetizam as diferentes classes dos flavonoides (Avila, 2012; Ribani, 2006;

Forkmann e Martens, 2001).
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Carboidratos

l l

ViaChiquimica 3Acet|ICoA
l N I oo
Fenilalanina —H 3 2HC
COSCOA
HO
C
Il H
(o) (o)
X i - \Y
Acido Cinamico Acido Cumarico 4-Coumaroil -CoA Malonil - CoA
OH

Ho E OH @
OH o

(Fonte: Schijlen, 2004) 2,4, 6, 4-Tetrahidroxichalcona

Figura 3 - Biossintese geral dos flavonoides, ilustrando as etapas da formacao
da chalcona intermediaria basica C15, da qual todos os flavonoides sao
formados. As enzimas séo: I-Fenil amonia liase; II-Cinamato 4-hidroxilase; IlI-4-
coumarato:CoA ligase; IV- Acetil-CoA carboxilase; V-Chalcona sintase.

3.2.3- Atividades Bioldgicas

Diversas funcdes sao atribuidas aos flavonoides nas plantas, dentre as
quais pode citar a protecdo dos vegetais contra a incidéncia de raios
ultravioleta (UV) e visivel, protecdo contra insetos, fungos, virus e bactérias,
atracdo de animais com finalidade de polinizacdo, controle da acdo de
horménios vegetais, e inibidores de enzimas (Povh, et al. 2012; Taiz e Zeiger,
2009).

Em termos alimentares, os compostos fenolicos promovem a inativagédo
ou remocédo dos radicais livres formados durante a iniciacdo ou a propagacao
da oxidacdo lipidica, mecanismo responsavel pelo desenvolvimento de sabores
e odores desagradaveis tornando os alimentos improprios para consumo, além
de provocar outras alteracfes que irdo afetar ndo so6 a qualidade nutricional,
devido a degradacao de vitaminas lipossollveis e de acidos graxos essenciais,
mas também a integridade e seguranca dos alimentos, através da formacao de
compostos poliméricos potencialmente toxicos. Sendo assim, os flavonoides

tém a capacidade de interromper a oxidacdo lipidica estabilizando por



14

ressonancia os radicais, dessa forma, ndo tendo a capacidade de iniciar ou
propagar as reacdes oxidativas (Figura 4) (Oliveira, et al. 2009; Ramalho e
Jorge, 2006).

Flavonoide (OH) + R« = Flavonoide (O«) + RH

Flavonoide (OCH3g) + R« = Flavonoide (O«) + RCH3

(Fonte: Oliveira, et al. 2009)
Figura 4 - Reacao simulando a acéo antioxidante dos flavonoides.

Com relacao aos efeitos bioquimicos e farmacoldgicos dos flavonoides
nos humanos, destacam-se as acdes como sequestro de radicais livres
(antioxidantes), anti-inflamatorias, anti-hepatéxica, antialérgica, antitumoral,
antiparasitaria, antimicrobiana, fungistatica, antiviroticos, entre outros (Huang,
et al. 2007, Muzitano, et al. 2006). A maioria dos efeitos benéficos para a
saude, atribuidos aos flavonoides, sdo as suas propriedades antioxidantes e
habilidades quelantes. Devido a sua capacidade em inibir a oxidacdo do LDL
(Lipoproteina de Baixa Densidade), os flavonoides demonstram efeitos
cardioprotetores (Heim, et al. 2002). Entre essas acdes antioxidantes se
destacam a menor taxa de mortalidade por doenca arterial coronariana, a
menor incidéncia de infarto do miocardio em homens mais velhos (Heim, et al.
2002; Hertog, et al. 1993) e a reducédo do risco de doenca cardiaca coronéria
em 38% em mulheres pds-menopausa (Heim, et al. 2002) em virtude da alta

ingestao de flavonoides.
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3.3 - Radicais Livres X Antioxidantes

Os radicais livres (RL) sdo moléculas organicas e inorganicas, que
possuem atomos que contém um ou mais elétrons ndo pareados, com
existéncia independente (Bernardes, et al. 2010; Schneider e Oliveira, 2004;
Fang et al. 2002; Young e Woodside, 2001). Essa configuracao faz dos radicais
livres moléculas altamente instaveis, com meia-vida curtissima e quimicamente
muito reativas.

Na atmosfera terrestre as moléculas de oxigénio sdo as maiores
promotoras de reacbes nas células vivas. Exceto os organismos que séo
adaptados para viverem na auséncia de oxigénio, todos os animais e vegetais
necessitam de oxigénio para obtencao de energia (Rodrigues, 2008; Halliwell e
Gutteridge, 1985).

Os organismos aerébicos reduzem parte do O, absorvido (95%),
formando-se agua na cadeia respiratéria, has membranas das mitocondrias,
através do transporte de elétrons, também no reticulo endoplasmatico, onde o
sistema enzimatico citocromo, no processo de fosforilacdo oxidativa, procede a
redugéo tetravalente do O, pelo sistema citocromo oxidase, fornecendo 4
elétrons e 4H" para o oxigénio, que se reduz formando agua. Como uma
pequena parte do oxigénio é reduzida univalentemente, ou seja, a molécula
recebe somente 1 elétron, que ocuparda um dos orbitais externos, a0 mesmo
tempo em que o outro continua desemparelhado, produzindo intermediarios
altamente reativos, conhecidos como Espécies Reativas de Oxigénio (ERQO's)
formando a primeira espécie toxica reativa de oxigénio, conhecida como
superoxido (O2) (Rodrigues, 2008; Halliwell e Gutteridge, 1989).

As ERO's sédo formadas a partir do oxigénio, e a0 mesmo tempo que
geram e sustentam a vida, podem por outro lado causar danos irreversiveis.
Quando produzidas em excesso sd0 extremamente téxicas e quando o
organismo encontra dificuldades em neutraliza-las, estas se tornam
potencialmente perigosas, podendo causar diversas doencgas, evidenciando o
dano oxidativo causado por essas moléculas (Rodrigues, 2008; Halliwell e
Gutteridge, 1989).
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Essas moléculas sdo capazes de oxidar proteinas celulares, acidos
nucleicos e lipidios. A peroxidacéao lipidica é ocasionada pela propagacédo dos
radicais livres através da oxidacdo dos acidos graxos poli-insaturados e sua
terminacédo ocorre pelo sequestro dos radicais livres por antioxidantes (Korkina
e Afans’ev, 1997). As ERO's contribuem para o envelhecimento celular (Sastre,
et al. 2000), mutagénese (Takabe, et al. 2001), carcinogénese (Kawanishi, et
al. 2001), e doenca coronariana (Khan e Baseer, 2000), possivelmente através
da desestabilizacdo das membranas (Mariod, et al. 2009; Heim, et al. 2004;
Shami e Moreira, 2004).

A oxidacdo nos sistemas biologicos ocorre devido a acdo dos radicais
livres no organismo. Elas podem ser geradas por fontes enddgenas, que se
originam de processos biolégicos que ocorrem no organismo como: reducao de
flavinas e ti6is; resultado da atividade de oxidases, cicloxigenases,
lipoxigenases, desidrogenases e peroxidases ou fontes exdgenas como
tabaco, poluicho do ar, solventes organicos, anestésicos, pesticidas e
radiacOes (Soares, 2002).

As espécies reativas de oxigénio formadas in vivo, como anion
superoxido, radical hidroxila e peréxido de hidrogénio, sdo altamente reativas e
potencialmente prejudiciais. Estes sdo continuamente produzidos no corpo
humano, pois sdo essenciais para 0 custo energético, desintoxicacao,
sinalizagdo quimica, e funcdo imunoldgica (Ali, et al. 2008; Scheneider e
Oliveira, 2004). Devido ao excesso de producdo de espécies reativas, induzida
pela exposicdo a substancias oxidantes externas ou uma falha nos
mecanismos de defesa, o dano para as estruturas de células, DNA, lipidios e
proteinas pode aumentar os riscos em mais de trinta diferentes doencas, como
a aterosclerose, risco de acidente vascular cerebral, cancer e infarto do
miocardio (Halliwell, 2009; Ali, et al. 2008; Degaspari, 2004; Scheneider e
Oliveira, 2004). Para tanto é comum o uso de substancias antioxidantes que,
quando presentes em concentracfes ideais em relacdo aos substratos
oxidaveis, inibem ou atrasam significativamente os processos oxidativos (Ali, et
al. 2008; Vicentino e Menezes, 2007).

Os antioxidantes sao substancias quimicas que reduzem ou evitam a

oxidagcdo e tém a capacidade de neutralizar os efeitos nocivos dos radicais
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livres nos tecidos e, portanto, sdo capazes de proteger contra inameras
doencas (Ali, et al. 2008; Vicentino e Menezes, 2007).

Os antioxidantes sintéticos mais utilizados na industria de alimentos séo
o butil-hidroxianisol (BHA), butil-hidroxitolueno (BHT) (Figura 5). Mas, as
possiveis toxicidades dos antioxidantes sintéticos tém sido objeto de estudo ha
muitos anos (Mariod, et al. 2009). Isso leva ao interesse de antioxidantes

oriundos dos produtos naturais.

\ CHs
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Butil-hidroxianisol -, cn,  Butil-hidroxitolueno
(BHA) (BHT)

Figura 5 - Estrutura quimica dos antioxidantes artificiais BHA e BHT.

Durante os anos 90, a American Dietetic Association observou que o
consumo regular de frutas, legumes, cereais integrais e outros alimentos que
contenham antioxidantes pode fornecer protecéo contra determinadas doencas
(Mariod, et al. 2009; Bandyopadhyay, et al. 2007). Estudos epidemioldgicos
sugerem que o consumo elevado de frutas e legumes reduz o risco de algumas
doencas como a arteriosclerose e o cancer (Mariod, et al. 2009;
Bandyopadhyay, et al. 2007; Kanner et al. 2001). Além disso, desde a
antiguidade, ervas e especiarias eram utilizadas nao apenas como
aromatizantes em alimentos, mas também pelas suas propriedades medicinais
e antissépticas, bem como por sua acao conservante que é resultado de seus
componentes com atividade antimicrobiana e antioxidante (Mariod, et al.; 2009;
Bandyopadhyay, et al. 2007).

A oxidagdo lipidica, provocada pelas ERO's, esta entre as mais
frequentes em alimentos, e desta forma, as reag0es de oxidacdo e de atividade
microbiana sdo consideradas como as principais causas da deterioragao dos

alimentos. Além disso, os alimentos com a presenca de bactérias patogénicas
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levaram o0s pesquisadores a estudar novas alternativas para reduzir a
incidéncia de doencas de origem alimentar, através do controle da qualidade
microbiolégica dos produtos alimentares (Gléria, 2013; Ojeda-Sanaa et al.
2013; Rahman e Kang, 2009).

Além das bactérias causarem deterioracdo nos alimentos que sé&o
altamente prejudiciais, sabe-se que o0s macréfagos, que sdo fagdcitos
mononucleares onipresentes em tecidos de mamiferos, sdo capazes de ingerir
e digerir os antigenos exdégenos como 0S micro-organismos e as particulas
insolaveis; e os enddgenos como restos de células hospedeiras mortas e
restos celulares por meio de fagocitose. Durante a fagocitose, um processo
metabdlico conhecido como “explosdao respiratéria” ocorre em macréfagos
ativados. Este processo resulta na ativacdo de uma oxidase ligada a
membrana, que catalisa a reducdo do oxigénio para o anion superoxido, um
intermediario reativo de oxigénio que é extremamente téxico para 0s micro-
organismos. Este anion superoxido também gera outro agente oxidante
poderoso que inclui os radicais hidroxila (OH) e os peroxidos de hidrogénios
(H20,) (Abbas e Lichtman, 2008). Quando os macréfagos séo ativados, eles
comecam a expressar elevados niveis de Oxido nitrico sintase (NOS) que
produzem o6xido nitrico (NO), o qual tem potente atividade antimicrobiana. Os
macrofagos ativados produzem uma série de intermediarios reativos de
oxigénio (ROI) e intermediarios reativos de nitrogénio (RNI), que tém potente
atividade antimicrobiana (Das, et al. 2008).

O radical livre oOxido nitrico (NO) é uma molécula de sinalizacao
altamente reativa, o que dificulta sua medicdo direta. O NO tem varios papéis
no sistema imune, sendo um agente toxico para organismos infecciosos,
indutor ou supressor de apoptose, imunoregulador principalmente pré-
inflamatorio, vasoregulador, na agregacdo plaquetaria e também na
neurotransmissé@o (Azadmehr et al. 2009; Bogdan et al. 2001). E um potente
vasodilatador, aumentando a permeabilidade vascular e a producdo de
prostaglandinas, regula o recrutamento de leucocitos e exerce acéo citotdoxica
contra micro-organismos. A expressao aumentada de Oxido nitrico sintase
induzida (INOS) tem sido observada em pacientes com infeccdao do trato

urinario, tuberculose, malaria, sepse e no processo de tumorogénese, onde as
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altas concentragbes de NO sdo responsaveis pela angiogénese,
hiperpermeabilidade vascular e consequentemente desenvolvimento do tumor
(Guzik et al. 2003). Existe um ténue limite de concentracao tissular entre a néo-
toxicidade as células do hospedeiro e a toxicidade necessaria para acao
antimicrobiana (Guzik et al. 2003). Além disso, o NO é produzido em varios
locais no corpo e envolve diferentes isoformas da enzima e vias n&o-
enzimaticas. E uma molécula utilizada no reino animal como um sinalizador nos
sistemas cardiovascular e nervoso, desempenha um papel de defesa do
hospedeiro, ou um agente toxico entre 0s micro-organismos e as ceélulas
(Coleman, 2001; Rang, et al. 2001).

Existem trés isoformas de NOS caracterizadas, mas duas sao relevantes
para efeitos inflamatorios, a éxido nitrico sintase endotelial (eNOS) e a 6xido
nitrico sintase induzida (iNOS) (Luiking et al. 2010; Sprague e Khalil, 2009;
Bogdan et al. 2001).

A eNOS é Ca** dependente e produz pequenas quantidades de NO. J&
a INOS é normalmente indetectavel no tecido vascular saudavel, mas é
expressa por leucocitos em resposta a estimulos inflamatérios e citocinas. A
iINOS produz grande quantidade de NO, sem a exigéncia de elevados niveis de
Ca”"* citosodlico (Luiking et al. 2010).

A expressao de iINOS catalisa a formacédo de grandes quantidades de
NO, o qual desempenha um papel fundamental na patogénese de uma
variedade de doencas inflamatdrias. Portanto, o nivel de NO induzido pela
INOS pode refletir o grau de inflamacdo e fornece um indicativo para avaliar
processos inflamatérios (Maalouf, et al. 2010).

A exposicao a produtos microbianos, como lipopolissacarideo (LPS),
dsRNA ou citocinas proé-inflamatorias IL-1, TNF-a. e IFN-y induz a expresséo do
gene da iINOS em vérias células inflamatorias (Korhonen et al. 2005).

A producgdo de NO aumenta durante a inflamacédo e exerce efeitos pro-
inflamatérios e regulatérios. Muitas patologias procedem ou sao
acompanhadas de um processo inflamatoério agudo e/ou crénico, com elevada
producdo de mediadores quimicos de forma a ocasionar lesdo tecidual,

disfuncéo de multiplos 6rgdos e em ultimo caso, o 6bito (Skippen et al. 2008).
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Anormalidades associadas com inflamagé&o sado observadas em arteriosclerose,
doenca de Alzheimer, cancer, tuberculose e sepse (Gaestel et al. 2009).
Durante a sepse ou choque hemorragico em seres humanos um estado
inflamatorio desenvolve. Isto também esta associado com um aumento da
expressdo de moléculas de adesdo nos fagdcitos sanguineos (mondcitos e
neutrofilos) e células endoteliais (Ward, 2010), que conduz a um aumento de
neutrofilos, e mondcitos nos 6rgdos com o objetivo de eliminar os micro-
organismos. Juntamente com os produtos de ativacdo, e com os produtos dos
neutroéfilos, mondcitos e células dendriticas que provavelmente contribuem para
lesbes de 6rgaos e letalidade na sépsis (Bosmann e Ward, 2013; Ward, 2010).
Sendo assim, resultados experimentais mostram que compostos capazes de
inibir a producdo de NO, por inibir a expressdo ou a atividade da iNOS,
possuem alto potencial como agentes anti-inflamatérios e antioxidantes

(Hamalainen et al. 2007), bem como bactericidas (Bosmann e Ward, 2013).

3.4 — Atividade Antimicrobiana

De acordo com Gonzalez-Lamothe e colaboradores (2009), os produtos
do metabolismo secundario das fontes vegetais podem atuar de duas formas:
como “potencializadores de atividade antibacteriana”, favorecendo a atividade
de antibidticos cuja acdo encontra-se limitada por mecanismos de
multiresisténcia desenvolvidos pelos micro-organismos; ou como “atenuantes
de viruléncia’, adequando a resposta do sistema imune do hospedeiro a
infeccdo. Sendo assim, a busca por substancias com atividades
antimicrobianas e antioxidantes € uma prioridade em vista do surgimento de
cepas patogénicas resistentes e do aumento das doencas degenerativas. De
acordo com Batista (2011), as infec¢cdes podem ser classificadas em trés tipos:
l-emergentes e reemergentes, que correspondem a doengas novas ou
modificadas que estdo aumentando ou possuem potencial para aumentar no
futuro préximo. Il — oportunistas, quando acometem pessoas com sistema
imunoldgico deprimido. Il - hospitalares ou nosocomiais, quando ocorrem em

ambiente hospitalar. Entre essas ultimas, o surgimento de infec¢cdes na
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comunidade deu origem a micro-organismos que, de alguma forma, ganham
acesso a ambientes hospitalares causando novos casos dessas doencas.

Entre os micro-organismos que provocam as infeccdes oportunistas
estdo as bactérias e os fungos, sendo que a OMS (Organizacdo Mundial da
Saude) preocupa-se com o fato de que estas infec¢cbes sado provocadas por
cepas resistentes. Estas sdo mais virulentas e ndo se enquadram no espectro
de medicamentos atuais. De acordo com a OMS estas infec¢cbes causam 25%
de mortes em todo o mundo e 45% nos paises menos desenvolvidos
(Wannmacher, 2004).

E preciso abordar a resisténcia bacteriana sob varios aspectos. Desde o
estudo dos processos relacionados a acdo dos antibidticos até a sintese e
avaliacdo farmacologica de novos agentes antimicrobianos mais potentes e sua
posterior aplicacao terapéutica, que deve ser de forma racional. Além disso, se
faz necessédrio a adequacdo de normas para controle de infeccbes
hospitalares, destacando que estes diferentes niveis de acBes devem ser
continuos e interligados (Silveira et al. 2006).

Dessa forma, ha a necessidade de se buscar substancias com potencial
antibacteriano e antioxidante (Ravishankar et al. 2012; Park et al. 2009). Assim,
encontra-se nas plantas uma fonte de compostos com tais propriedades. As
atividades antimicrobianas e medicinais comprovadas a partir das plantas
foram suscitando o interesse de pesquisadores como uma alternativa ao uso
de produtos sintéticos (Millezi et al. 2012).

Dentre as diversas bactérias que tém o seu crescimento avaliado a partir
de extratos de plantas encontram-se as do género Staphylococcus. Essas
bactérias estdo entre as mais frequentemente isoladas em clinica
microbiolégica e estdo se tornando cada vez mais importantes, especialmente
por serem consideradas uma das principais causas de infec¢des hospitalares e
toxinfeccBes em alimentos (Vuong et al. 2000).

Existem aproximadamente 250 tipos de doencas alimentares e, dentre
elas, muitas sdo causadas por micro-organismos patogénicos, 0s quais sao
responsaveis por sérios problemas de saude publica e expressivas perdas
econbmicas. As sindromes, resultantes da ingestao de alimentos contaminados

por esses micro-organismos sado conhecidas como Doencgas Transmitidas por
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Alimentos (DTA) (Oliveira et al. 2010; Buzby e Roberts, 2009), Doencas
Veiculadas por Alimentos (DVA) ou simplesmente toxinfeccbes (Buzby e
Roberts, 2009). Uma ampla diversidade de bactérias patogénicas tem sido
relacionada as doencas de origem alimentar, sendo as principais: espécies do
género Salmonella e Shigella, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes
e Escherichia coli (Cruz-Galvez et al. 2013; Castillo et al. 2009).

Infecgbes causadas por Staphylococcus sao de grande importancia nao
s6 para medicina humana, mas também, para a medicina veterinaria. Os
Staphylococcus sdo um grupo de bactérias esféricas, com forma de cocos
gram-positivos. Possuem aproximadamente de 0,5 a 1,5 ym de diametro de
comprimento, sendo ainda imoveis, ndo formadoras de esporos e geralmente
ndo encapsuladas. E considerado um dos micro-organismos mais comuns nas
infecgdes que produzem pus em todo o mundo (Polakowska et al. 2012; Santos
et al. 2007).

O género Staphylococcus € formado por 33 espécies, sendo que, 17
delas podem ser isoladas de amostras biolégicas humanas. Geralmente as
bactérias pertencentes a esse género fazem parte da microbiota normal da
pele humana e de outros sitios anatémicos. A Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) relacionou as espécies mais importantes na clinica para
Staphylococcus, sendo que as espécies de maior interesse sédo
Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis, as quais sé&o
frequentemente relacionadas a diversas infeccdes em seres humanos (Gloria,
2013; Santos et al. 2007; Cassettari et al. 2005).

S. aureus é uma bactéria gram-positiva frequentemente encontrada na
pele e nas fossas nasais de individuos saudaveis. Este micro-organismo pode
provocar doencas que vao desde uma simples infeccdo (espinhas, furinculo e
celulite) até infecgBes graves (pneumonia, meningite, endocardite, septicemia e
outras) (Bauer et al, 1960).

Os agentes antimicrobianos tém sido utilizados desde a década de 20 no
tratamento de doencas infecciosas. Estes agentes tém grande potencial para
reduzir doencas e tratar pacientes infectados. Desde a sua primeira introducao,
0 uso de antibidticos tem se tornado comum em todo o mundo por causa de

sua eficacia contra agentes microbianos (Zinner, 2007, Bauer et al, 1960). No
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entanto, devido ao seu uso indiscriminado, as bactérias desenvolveram
resisténcia contra varios antibiéticos. Esta situacdo levou a uma reducdo na
eficacia da terapia convencional (antibioticos) (Allahverdiyev, et al. 2013).

Confirmam-se tais informacdes a partir de estudos realizados em
pacientes com infeccdo na corrente sanguinea onde, foi demonstrado que S.
aureus foi a bactéria predominante em 118 episodios e destes, 66 eram
resistentes a meticilina (Guilarde et al. 2007).

Ja foi estudada a transmissdo de S. aureus resistente a meticilina
durante tratamento dentario. Em experimento realizado no periodo de um ano,
com placas de Petri com meio de cultura adequado foram expostas ao
ambiente, tendo como resultados uma significativa contaminacdo por
Staphyloccocus spp no ambiente clinico, sendo que dos 32,2% exemplares,
0,45% foi de S. aureus, alguns resistentes a ampicilina, eritromicina e
tetraciclina, sugerindo a existéncia de isolados multiresistentes (Bernardo et al.
2005).

Dessa maneira, as plantas e seus metabdlitos secundarios estdo entre
0s produtos naturais de grande interesse cientifico devido a possibilidade de
emprega-las como fitofarmacos, algumas séo utilizadas pela medicina popular
no tratamento de doencas infecciosas, como antioxidantes e estudos com base
nesse conhecimento confirmam o uso de algumas espécies (Bernardo et al.
2005).

Alguns estudos indicam uma relacdo entre a capacidade de sequestro
de radicais livres e atividade antibacteriana dos extratos a partir de fontes
vegetais (Gldria, 2013; Radovanovic et al. 2009; Ahmad et al. 2005; Copland et
al. 2003). No trabalho de Radovanovic e colaboradores (2009), amostras ricas
em polifendis e antocianinas tiveram uma boa atividade antioxidante associada
a uma significativa inibicdo no crescimento de Staphylococcus aureus e
Escherichia coli, sendo assim, a busca por substancias antioxidantes é de

extrema importancia.
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3.5- Material vegetal

O Brasil, até a primeira metade do século XX, era essencialmente rural e
utilizava a flora medicinal, ndo importando se as plantas eram nativas ou
introduzidas de outros paises. Hoje, a medicina popular do pais é o reflexo da
unido étnica entre os diferentes imigrantes que difundiram o conhecimento das
ervas locais e de seus usos, transmitidos e aprimorados de geracdo em
geracao (Lorenzi e Matos, 2002).

Apesar da ampla utilizagdo de plantas medicinais pela populacéo e da
riqueza da flora brasileira, existe o consenso sobre o0s poucos estudos
cientificos acerca do assunto. Portanto, torna-se necessario estimular a
realizacdo desses estudos, tendo em vista a importancia dos seus resultados
tanto individuais como sociais. E visando esta melhoria e aumento da
descoberta de novos fitoterapicos, bem como novas pesquisas cientificas, o
SUS, desde 2009 ampliou o RENISUS, que é Relacdo Nacional de Plantas
Medicinais de Interesse ao SUS (Ministério da Saude, 2009).

De acordo com Koehn e Carter (2005), o grande empecilho que continua
a afetar o estudo e a descoberta de um farmaco oriundo de um produto natural
€ o isolamento e a purificacdo dos principios ativos. Muitas vezes, 0s principios
bioativos representam muito menos de 1% em peso do extrato bruto e embora
avancos na tecnologia de separacao, tais como a Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE), originar grandes avangos na resolugédo, muitas vezes a
etapa de purificacdo no processo € limitante. O desafio € duplo: primeiro, deve-
se correlacionar os sinais biolégicos de interesse, e em segundo lugar, deve-
se, planejar métodos de separacao para produzir quantidades suficientes do
material puro. E sendo assim, grandes quantidades de material sdo requeridas.

Tendo em vista esta questdo e o crescente investimento em pesquisas
para a descoberta de novos farmacos e da utilizacdo da fitoterapia como um
meio alternativo € necessario pensar no uso sustentavel das plantas, e como
alternativa, um estudo com a propagacao in vivo e in vitro destas espécies
vegetais seria de grande interesse, visto que esta € uma técnica que pode

fornecer grandes quantidades de plantulas que podem servir de base para
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plantios no campo, tanto na é&rea florestal quanto na agrondmica e na
hortigranjeira (Abreu et al. 2003).

A espécie Schinus terebinthifolius Raddi, popularmente conhecida como
aroeira, € uma espécie nativa da flora brasileira e faz parte da diversidade da
regido de Campos dos Goytacazes (Carvalho, et al. 2006). Seus frutos sdo
utilizados como condimentos na culinaria, e popularmente é empregada como
anti-inflamatéria e febrifuga. A importancia do estudo com esta planta tem
promovido a sua inclusdo na Farmacopeia Brasileira (Brand&o et al. 2006),

bem como é uma das 79 plantas de interesse do SUS.

3.5.1- Descri¢do Botéanica

Anacardiaceae é uma familia botanica representada por 70 géneros e
cerca de 700 espécies. No Brasil ocorrem cerca de 15 géneros e cerca de 70
espécies. Possuem distribuicéo tropical e subtropical (Souza e Lorenzi, 2005).

Schinus terebinthifolius Raddi é largamente distribuida por todo territorio
brasileiro, de Alagoas até Rio Grande do Sul e pode ser encontrada na Europa,
onde a cultivam como espécie ornamental (Corréa, 1984). E conhecida por
diversos nomes populares, como aroeira-mansa, aroeira-vermelha,
araguaraiba, brasilian pepper, christmas berry, false pepper, entre outros.

A aroeira € uma arvore de médio porte. Atinge a altura de 5 a 10 metros.
Suas folhas séo verde-escuras, compostas, oblongas a elipticas e com nervura
proeminente na parte de cima do limbo.

Os frutos (Figura 6) sdo do tipo drupa e tém colorac&o verde no inicio e
depois se tornam vermelhos. A casca é vermelha, seca e envolve a Unica
semente, que € Unica, marrom-escura e mede cerca de 0,3 milimetros de

diametro (Degaspari, et al. 2005).
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Figura 6 - Os frutos de Schinus terebinthifolius

Este fruto insere-se entre as muitas especiarias existentes e que sao
utilizadas para acrescentar sabor e refinamento aos pratos da culinaria
mundial. O seu sabor suave e levemente picante, como sua bonita aparéncia,
de uso decorativo, permite o seu emprego podendo ser utilizado na forma de
graos inteiros ou moidos. No entanto, a aroeira € utilizada para a confec¢ao de
molhos que acompanham as carnes brancas, de aves e peixes (Degaspari, et
al. 2005).

3.5.2 Propriedades Quimicas

A aroeira tem sido frequentemente estudada sob o ponto de vista
quimico e ja foram relatados a presenca de varias substancias tais como:
terpenos (Lloyd et al. 1977; Campello e Marsaioli, 1975) fendis (Bernardes,
2010; Ceruks et al. 2007; Stahl et al. 1983), Pentagaloilglicose - precursor de
muitas estruturas complexas de taninos (Bernardes, 2010; Hayashi et al. 1989)
e flavonoides (Bernardes, 2010; Degaspari et al. 2005; Kassem et al. 2004).
Além disso, a andlise quimica da casca de Schinus terebinthifolius provou a
existéncia de antraquinonas, xantonas e esteroides livres (Lima et al. 2009).

Para uma melhor organizacdo para esta espécie, serdo apresentadas as
substéancias isoladas a partir dos frutos de Schinus terebinthifolius, seguido das
pesquisas a partir das folhas da fonte vegetal.

Dentre os terpenoides, dois triterpenos isolados a partir do extrato de
acetato de etila dos frutos de S. terebinthifolius foram caracterizados como

inibidores especificos da fosfolipase A, (Jain, et al. 1995). Onde 1 representa o
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acido masticadienoico e 2 representa o alcool schinol, sua estrutura molecular
esta esquematizada na Figura 7.

De acordo com o trabalho de Degaspari e colaboradores (2005), os
frutos da aroeira-vermelha apresentam baixo teor de compostos fendlicos,

guando comparados a outros vegetais.

1R =0-OH, H; 2R = (=0)

CO,H

(Fonte: Jain, et al., 1995)

Figura 7 - Estrutura molecular do &cido masticadienoico e do élcool schinol.

O extrato alcoodlico apresentou concentracdo significativa da flavona
apigenina (Bernardes, 2010), além de &cido elagico. J& na amostra obtida a
partir do extrato aquoso, foi avaliada baixa concentracdo da flavanona

naringina (Figura 8) (Degéaspatri, et al. 2005).

(0]

OH HO o
OH
HO (o}
i CI O ‘ Ho . )
OH
(¢} (e}

OH

o Naring Acido Elagico
Apigenina aringina .

Pig (Fonte: Degéspari, et al., 2005)

Figura 8 - Estrutura quimica dos constituintes caracterizados a partir dos frutos
da aroeira.
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Ja foram identificados e isolados os biflavonoides agatisflavona,
robustaflavona e tetrahidrorobustaflavona nos frutos (Kassem et al. 2004)
(Figura 9).

OH

tetrahidrorobustaflavona

Figura 9 - Estrutura quimica dos biflavonoides isolados a partir dos frutos da
aroeira.

No trabalho de Barbosa e colaboradores (2007), foram analisados os
Oleos volateis dos frutos e das folhas de Schinus terebinthifolius. Entre as
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amostras de 0leos presentes nas folhas frescas, folhas frescas em floragéo e
nos frutos verdes se observa a predominancia dos mesmos constituintes
quimicos, destacando-se os compostos B-pineno (10,21%), a-terpineol
(5,35%), B-elemeno (5,92%), (E)-cariofileno (13,61%), germacreno-D (37,55%),
biciclogermacreno (20,82%), Epi-a-murolol (9,89%), ©-cadineno (15,48%) e
a-cadinol (20,60%), a maioria sesquiterpenos.

A amostra de 6leo presente nos frutos maduros e na amostra de 6leo
comercial, destacam-se os compostos a-pineno (18,82%), B-pineno (5,02%),
a-felandreno (23,55%), ©-3-careno (29,22%), pB-felandreno (18,08%) e
germacreno-D (11,89%), a maioria monoterpenos.

A partir das folhas de S. terebinthifolius, Viana, et al. (1995) relataram a
2,3-

dihidroamentoflavona, dos esteroides schinol, simiarinol e 3-sitosterol, além do

deteccdo dos flavonoides amentoflavona, tetrahidroamentoflavona,

acido masticadiendico e do alcool de cadeia longa cardanol (Figura 10).

OH OH OH
OH OH OH
HO. o HO o o HO. o
OH OH OH oH OH OH
OH oH . OH
Amentoflavona Tetrahidroamentoflavona 2,3-Dihidroamentoflavona
o} 0 -
PN
o/ X0 o “\OH
i i o
Terebintona Schinol Simiarinol
\ CHS(CHZ)GCH:CH(Cth—@
| OH
COyH
(0] HO
Acido Masticadienoico B- Sitosterol Cardanol

(Fonte: Viana, et al.,1995)

Figura 10 - Estrutura quimica das substancias isoladas das folhas de Schinus
terebinthifolius.
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No trabalho de Ceruks e colaboradores (2007), a partir das folhas de
Schinus terebinthifolius, foram isolados a partir da fracdo em acetato de etila,
oriunda do extrato em etanol, o galato de etila (1), miricetrina (2), quercitrina

(3), galato de metila (4) e miricetina (5), como mostra a Figura 11.

o OH
HO
OR HO. O.
OH
HO OR

OH OH o

2 R =Ramnose; R’ = OH
3 R=Ramnose; R'=H
5 R=H: R'= OH

1R=Et

4 R =Me

(Fonte: Ceruks, et al., 2007)

Figura 11 - Estrutura quimica das substancias isoladas das folhas de Schinus
terebinthifolius.

No trabalho de Santos (2009), foi isolado a partir das folhas de aroeira o
acido galico (Figura 12) com potencial alelopatico.

Com relacdo aos flavonoides isolados de Schinus terebinthifolius
destacam-se seis relatos sobre o isolamento dos flavonoides a partir das
folhas, os flavonoides s&o amentoflavona, tetrahidroamentoflavona, 2,3-
dihidroamentoflavona (Viana, 1995), miricetrina, mirecitina e quercetrina
(Ceruks et al. 2007).

HO OH

OH

(Fonte: Santos, 2009)

Figura 12 - Estrutura quimica do acido galico isolado das folhas de aroeira.
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Outro dado interessante com relacdo a Schinus terebenthifolius consiste
na resina proveniente de suas cascas, que pode ser utilizada para o preparo da
prépolis. A propolis, substancia resinosa coletada a partir de varias fontes
vegetais de diversas partes das plantas por abelhas, tem sido empregada
popularmente como agente terapéutico na medicina alternativa (Silva, 2008).
Dados relatam que no Brasil, ainda ndo foi possivel identificar as diversas
espécies de plantas visitadas pelas abelhas para retirada de resina, mas o
alecrim do campo ou vassourinha (Baccharis dracunculifolia), o pinheiro (Pirus
sp.), a aroeira (Schinus terebenthifolius) e o eucalipto (Eucalyptus sp.) séo
alguns exemplos (Abreu, 2008; Simdes, 2007; Pamplona, 1997). A importancia
de se estudar os componentes da propolis e a origem da resina estédo no fato
gue os principais compostos responsaveis pelos efeitos benéficos da propolis
séo os flavonoides como a galangina (Mendonga, 2011).

Com relacéo aos frutos, parte da planta escolhida para esse trabalho de
doutorado, apenas o acido galico (Santos, 2009), dois flavonoides foram
identificados apigenina (Bernardes, 2010; Degaspari, et al. 2005) e naringina
(Degaspari, et al. 2004), e os biflavonoides agatisflavona, robustaflavona e
tetrahidrorobustaflavona (Figura 13) (Kassem, et al. 2004), o que faz desta

parte da planta alvo de pesquisas.

Flavona
17%

Figura 13 - Grafico representando a porcentagem de acidos e flavonoides nos
frutos de aroeira.
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3.5.3- Propriedades Biol6gicas

As atividades bioldgicas in vitro e in vivo que séo relatadas para os
extratos de Schinus terebinthifolius possuem acdo como antibacteriana,
antifingica, leishmanicida e cicatrizante (Lima et al. 2006; Lucena et al. 2006).
Contudo, os dados de literatura indicam que o principal estudo com esta planta
seria relacionado a atividade antimicrobiana (Lima et al. 2009; Lima et al. 2006;
Degaspari et al. 2005), onde o extrato hidroalcodlico das folhas de aroeira
mostrou significativa atividade antimicrobiana contra Staphylococcus aureus,
Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa, apresentando, também, acao
antifingica contra Candida albicans, em concentra¢cfes de 12,6 e 6,3 mg/mL
(Martinez et al. 1996). Em outro estudo realizado por Lima et al. (2006; 2009), o
extrato etandlico das cascas de Schinus terebinthifolius (1 mg/mL), demonstrou
excelente atividade contra cepas resistentes de Staphylococcus aureus,
apresentando a concentracdo minima inibitéria (MIC) < 100mg/mL. Ainda em
relacdo a sua acdo antimicrobiana, observa-se que o0 extrato alcoodlico
apresentou efeito inibitério frente as cepas de Staphylococcus aureus ATCC
6538 e do Bacillus cereus ATCC 11778. O extrato aquoso ndo apresentou
efeito inibitdrio aos micro-organismos testados (Degaspari, et al. 2005).

As folhas de Schinus terebinthifolius Raddi apresentam propriedades
adstringente, antidiarreica, anti-inflamatéria, depurativa, diurética e febrifuga
(Ceruks, et al. 2007).

Em um estudo realizado por Braga e colaboradores (2007), foi
considerado que entre os 24 extratos metandlicos utilizados contra Leishmania
amazonensis, 0 extrato preparado a partir das folhas de Schinus se apresentou
como potente inibidor do crescimento do micro-organismo.

Cavalher-Machado e colaboradores (2008), ao avaliar a fracdo em
acetato de etila das folhas de aroeira, estas mostraram propriedade
antialérgica, inibindo a liberacdo de histamina durante a degranulacdo dos
mastocitos, diminuindo a formacao de edema e influxo de eosindfilos.

Além destas atividades, estudos na literatura mostram o potencial
antioxidante observado para o extrato metandlico das folhas da aroeira quando

comparadas com o radical livre DPPH, onde o valor do IC 5o para 0 extrato a
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partir das folhas é de 8.8 pg/mL de amostra para reduzir completamente esta
espécie radicalar (Ceruks, et al. 2007).

Aos frutos desta espécie vegetal, atribui-se propriedade diurética
(Corréa, 1984), entretanto, a maior aplicabilidade se encontra na culinaria, sob
a forma desidratada dos frutos que s&o conhecidos como pimenta rosa.

Em 1999 foi lancada, no Brasil, uma preparacao farmacéutica em gel
contendo extrato de aroeira. Este farmaco é utilizado no tratamento da
vaginose bacteriana e apresentou taxa de cura de 84% para o grupo dos
tratados com o gel, contra 47,8% para o grupo do placebo. O gel foi langado no
mercado farmacéutico do Brasil com o nome de Kronel® (Hebron Laboratorio,
Brasil) (Leite, et al. 2010; Amorim e Santos, 2003).

Com relacéo aos testes in vitro ja descritos na literatura para a espeécie
Schinus terebinthifolius destacam-se o trabalho de Jain e colaboradores (1994),
onde dois triterpenoides estruturalmente relacionados, acido masticadienoico e
acido masticadienolico (schinol) foram identificados e caracterizados como
inibidores competitivos especificos da fosfolipase A2, uma enzima envolvida no
processo inflamatério. Uma vez que a fosfolipase A2 é utilizada para controlar
uma variedade de processos que vao desde a mobilizacdo de eicosanoides no
metabolismo de fosfolipideos, os inibidores desta fosfolipase poderiam ser Uteis
para controlar processos inflamatorios, tais como, artrite reumatoide, asma e
psoriase (Jain et al. 1994).

Testes de citotoxicidade com extratos de aroeira foram testados contra
células de linhagens tumorais como HCT-8 (carcinoma do célon humano), HL-
60 (leucemia), SF-295 (cérebro) e MDA-MB-435 (melanoma), apresentando
forte citotoxicidade com valores de ICsg inferiores a 5 pg/mL (Mesquita et al.
2009).

No trabalho de Bernardes (2010) foi verificada a acdo do extrato de
aroeira frente ao oxido nitrico (NO), pois os compostos capazes de inibir a
producdo de NO, pela supressdo da expressdo ou da atividade da INOS
(enzima responsavel pela producdo de NO), possuem alto potencial como
agentes anti-inflamatérios (Hamalainen et al. 2007). Neste trabalho foi
verificado que o extrato metandlico de aroeira apresentou capacidade inibitéria

de produgdo de 6xido nitrico (NO) (0,0 = 1,0 uM, para a concentragao de 500
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pg/mL, e na concentragédo de 20 pg/mL a quantidade de NO produzida foi 2,3 £
1,5 uM). Com relagao ao conjunto, resultante do fracionamento cromatografico
em coluna aberta de fase inversa RP-2, este mostrou maior capacidade de
inibir a producéo de NO, visto que nas trés concentracdes testadas (500, 100 e
20 pg/mL) houve quase que completa inibigdo desta produgéo (0,0 £ 1,0 uM, e
a concentragao de 20 uyg/mL a quantidade de NO produzida foi 2,3 + 1,5 pyM). A
substancia isolada apresentou inibicdo da producdo de NO até mesmo na
concentracdo de 0,8 ug/mL. Com relacédo a toxidez, o extrato e conjunto
apresentaram em torno de 50% de toxicidade na maior concentragao, sendo

esta toxidez diminuida, nas menores e com a purificacdo do extrato.
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4. MATERIAIS E METODOS

Os experimentos relacionados a parte quimica foram realizados no
Laboratorio de Tecnologia de Alimentos (LTA), do Centro de Ciéncias e
Tecnologias Agropecuérias (CCTA), com a colaboracdo dos Laboratérios de
Biologia do Reconhecer (LBR), do Centro de Biociéncias e Biotecnologia (CBB)
para toda a parte imunofarmacoldgica, e do Laboratério de Sanidade Animal
(LSA) do Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecudrias (CCTA) para a parte
bioldgica, todos os laboratorios pertencentes a Universidade Estadual do Norte

Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), Campos dos Goytacazes, RJ.

4.1 Coleta de material vegetal

Os frutos maduros de aroeira foram coletados no distrito de Farol de Séo
Tomé, localizado no municipio de Campos dos Goytacazes - RJ (Latitude = 21°
44’ Sul; = 41° 18’ Oeste = altitude 12 m do nivel do mar), no més de marcgo de
2010. Os periodos de frutificacdo sdo nos meses de marco e abril. A exsicata
foi depositada no herbario da UENF sob o cédigo H 5073.

4.2- Preparo do extrato metandlico
Os frutos foram limpos, e secos a temperatura ambiente, durante um dia.

Depois foram submetidos a extracdo exaustiva, por maceracao estatica com
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metanol (esquema 1), durante 30 dias, sendo filtrados 2 vezes por semana. O

extrato foi evaporado a 35°C em banho-maria ao abrigo da luz (AOAC, 1995).

Frutos de Aroeira
M= 2 kg

ﬂ Metanol

Extrato Metanodlico
M= 130 g

U

Demais processos cromatograficos,
analise antioxidante e ensaio
Biol6gico

Esquema 1: Obtencao do extrato metandlico dos frutos de aroeira.

4.3- Fracionamento do extrato, isolamento e identificacdo da substancia

Ap6s o preparo do extrato, foram realizadas técnicas para isolar e
identificar as substancias com caracteristicas semelhantes as substancias
aromaticas. Para essa finalidade foi utilizada a técnica de particdo com o
solvente acetato de etila, onde a partir desta etapa foram obtidas duas fracdes,
uma aguosa e outra organica, onde se concentraram as substancias de
interesse.

Neste trabalho, algumas técnicas cromatograficas foram utilizadas como
a Cromatografia em Camada Delgada (CCD), que consiste em placas
cromatograficas impregnadas com silica gel 60 Fzs4 em Aluminio, espessura
0,2 mm da MERCK (20X20 cm) sendo cortadas na medida de 4 cm de
comprimento. As aplicacdes das amostras foram feitas a aproximadamente 0,7
cm acima da borda do inferior da placa e cerca de 0,5 cm de distancia das
bordas laterais. Para a separagédo de flavonoides, a fase movel preparada foi
acetato de etila:hexano (75:25) (Mabry, et al. 1970).

Apos o desenvolvimento da cromatografia, € necessario 0 uso de
reveladores quimicos e fisicos (Sabudak et al. 2005). Neste caso, as placas

com silica estavam pré-impregnadas com material fluorescente, portanto,
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reveladas sob lampada de ultravioleta (UV) nos comprimentos de onda de 254
e 332 nm (método fisico). Como revelador quimico foi utilizado a solugcéo acida
sulfato cérico, que para 0 seu preparo € necessario acido sulfdrico concentrado
(98%) e agua. ApoOs o preparo deste revelador, ele foi borrifado na placa
cromatografica e depois de aquecido, as manchas que apresentaram coloragado
amarela sdo caracteristicas para os flavonoides e moléculas arométicas e
assim, de interesse (Sabudak et al. 2005).

Apés a avaliagdo por CCD, a fragcdo orgéanica foi fracionada por
Cromatografia em Coluna (CC) para purificacdo e as subfragbes oriundas
acompanhadas por CCD seguindo o protocolo acima. As silicas para a
montagem das colunas para a cromatografia utilizadas neste trabalho foram:

1- Silica de fase inversa RP-2. Esta denominacédo se deve ao fato de sua
fase estacionaria ser nao-polar, geralmente um hidrocarboneto, contendo,
geralmente, grupos de alcanos saturados como as cadeias de Cg ou Cig, que
formam uma camada apolar sobre o suporte (Hage e Carr, 2012), e a fase
movel é relativamente polar, como agua. Essa denominacao é o contrario do
sistema cromatografico que utiliza a fase normal, onde a fase estacionéria é
altamente polar, como agua, suportadas em particulas de silica, e a fase mével
€ relativamente nao-polar, como hexano, de modo geral, contém grupos
capazes de formar ligacdes de hidrogénio ou de sofrer interacdes de dipolo,
retendo assim compostos polares mais fortemente (Skoog, et al. 2002);

2- Silica para a cromatografia de exclusdo por tamanho. Este
empacotamento consiste de particulas pequenas (~ 10 um) de silica ou de
polimero contendo uma rede de poros uniformes nos quais moléculas do soluto
e do solvente podem se difundir. Moléculas maiores do que o tamanho médio
dos poros da fase estacionaria sdo excluidas e essencialmente ndo sofrem
retencdo. Essas espécies sdo as primeiras a serem eluidas. Moléculas com
diametro menores que dos poros podem penetrar através do emaranhado de
poros e ficar retidas por tempos maiores, e estas sdo as Ultimas a serem
eluidas. A silica utilizada foi o gel de Sephadex LH-20 (Skoog, et al. 2002).

Outras técnicas cromatograficas foram empregadas, como a
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), que é uma técnica que

apresenta alta sensibilidade, resposta rapida aos solutos dependendo do
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detector utilizado, da informagédo qualitativa do pico desejado entre outros
fatores (Baggio e Bragagnolo, 2004). Esta técnica foi empregada a fim de se
avaliar e estabelecer o perfil quimico do extrato.

As analises por CLAE neste estudo foram realizadas no aparelho:

1. Shumadzu class, modelo LC-lI0, com duas bombas LC10AT, a
deteccao feita nos comprimentos de onda fixos de 254 nm e 332 nm (detector
por varredura de espectro ao ultravioleta por arranjo de fotodiodos SPD-M10A)
e injetor Rheodyne 7725i com volume de injecédo de 20 pL.

A coluna utilizada foi uma RP-18 da Macherey-Nagel (5 um, 4,0 x 250
mm). O sistema de solvente foi &gua acidificada com &cido fosférico (pH 3,5) e
acetonitrila, a eluicéo foi gradiente, conforme ilustrado na tabela 1, usando fluxo
de 1 mL/min. O extrato metandlico foi preparado na concentracéo de 6 mg/mL

(p/v), e as fracBes foram preparadas nas concentracdes de 1 mg/mL.

Tabela 1: Sistema de gradiente utilizado para realizacdo de CLAE

Concentragao de A

Tempo (min) Agua Acidificada (pH 3,5) Acetonitrila
0 100 0
5 75 15
10 80 20
15 70 30
20 60 40
25 59 41
30 58 42
40 50 50
45 100 0

Para a quantificacdo das substancias isoladas foi realizada uma curva
padrdo (area do pico X massa em pug) utilizando-se uma amostra pura da
substancia isolada. Foi preparada uma curva padréo nas concentragfes de 25,
50, 100, 500 e 1000 pg/mL.

Para a identificacdo e caracterizacdo dos pigmentos isolados foi

necessaria a utilizacdo de meétodos espectroscopicos como a Ressonancia



39

Magnética Nuclear (RMN) de 'H, °C, que é uma técnica espectroscépica
importantissima para a elucidacao estrutural da molécula. O espectro de RMN
fornece um mapa do esqueleto de carbono-hidrogénio de uma molécula
organica. A amostra foi solubilizada em DMSO deuterado.
O equipamento utilizado foi:
o Varian 400 MHz, do LAMAR - NPPN/ UFRJ (Laboratorio de Analises
Multiusuarios por RMN);
o Brucker 400 MHz do Centro Nacional de Ressonancia Magnética

Nuclear Jiri Jones (Departamento de Bioquimica - UFRJ).

Para a realizacdo desta tese de doutorado foram utilizadas técnicas

guimicas e bioldgicas. Tais métodos seguem abaixo.

4 .4- Atividade Antioxidante

4.4.1 — Sequestro do Radical Livre DPPH

A avaliacdo da atividade antioxidante foi realizada pelo método
fotocolorimétrico do radical livre estavel DPPH (1,1-difenil-2-picrilidrazila).

Este método se baseia no sequestro do radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazila
(DPPH) pelos antioxidantes, que produzem uma diminuicdo de absorcdo
em 515 nm. Quando uma solucdo de DPPH ¢é misturada com uma
substancia que pode doar um atomo de hidrogénio, a forma reduzida do radical
gerado € acompanhada de perda de cor (Ali, et al. 2009).

Essa técnica quimica consiste em adicionar 1 mL do extrato em
concentracdes que variam de 0,1 - 1000 pg/mL. A este foi adicionado 1 mL de
uma solucdo metandlica de DPPH (0,1 mM), a reacédo foi processada em 1h a
temperatura ambiente. Imediatamente, a absor¢cdo do DPPH foi verificada em
515 nm em um espectrofotbmetro UV-Vis. Todos os experimentos foram
realizados em triplicata.

A atividade sequestradora de radicais livres de cada extrato foi expressa
pela relagéo da absor¢cédo de DPPH, baseado na solugédo de DPPH ausente do

extrato (controle negativo) e uma solucdo de um padrdo de substancia
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aromatica (controle positivo), o 2,6-di-(tert-butil)-4-metilfenol (BHT), quercetina,
rutina e &cido ascorbico. Posteriormente, foi calculado o percentual
sequestrador (PS%) de radicais livres (Koleva et al. 2002). A capacidade de
sequestrar radical livre sera expressa como percentual de inibicdo de oxidacéo

do radical e calculado conforme férmula abaixo.

% Inibic;éo = ((ADPPH - AExtr)/ADPPH)*loO

Onde Apppy € a absorbancia da solugdo de DPPH e Agy € a ab-

sorbancia da amostra em solugao.

4.4.2- Atividade antioxidante total pelo método de reducédo do ferro - FRAP

O método do FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) se baseia em
reacoes de transferéncia de elétrons. Esta metodologia foi desenvolvida como
alternativa para analise de fluidos biologicos e solu¢des aquosas de compostos
puros, podendo ser aplicada tanto para estudos da atividade antioxidante em
alimentos e bebidas, como em substancias puras (Tiveron, 2010; Pulido et al.
2000).

A reacao ocorre pela formacdo de um complexo TPTZ (2,4,6-Tris(2-
piridil)-s-triazina) com o Fe (lll), de cor amarelada. Na presenca de um
antioxidante, o ferro presente é reduzido, dando origem ao [Fe(I)(TPTZ),]**, de
colocacao azul-escura.

A reacao acontece em pH de 3,6 e a absorbancia maxima é de 595 nm.
Os valores de pH tém efeito importante na reducdo da capacidade de
antioxidantes. Em condi¢cdes acidas, a reducdo da capacidade pode ser
suprimida devido a protonacdo com compostos antioxidantes, enquanto que
em meio basico, ocorre a dissociacdo de protons de compostos fendlicos que
podem aumentar a capacidade de reduzir uma amostra (Huang, 2005).

Para a determinacao da atividade antioxidante por meio da redugéo do
ferro (FRAP) foi utilizada a metodologia descrita por Kukic et al. (2008), com

algumas modificagdes para diminuir o volume final da solucéo, visto a pouca
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massa resultante do fracionamento. O reagente FRAP foi preparado no
momento da analise, através da mistura de 25 mL de tampéo acetato (300 mM,
pH 3,6), 2,5 mL de solucdo TPTZ (10 mM TPTZ em 40 mM HCI) e 2,5mL de
FeCl; (20 mM) em solucdo aquosa. Uma aliquota de 150 pyL de extrato foi
adicionada a 2850 pL do reagente FRAP e incubado a 37°C em banho-maria
por 30 minutos. As absorbéancias foram medidas a 595 nm apds esse tempo e
o espectrofotdmetro foi zerado com a solucdo FRAP. A curva de calibracao foi
feita com Trolox (50-2000 uM), e os resultados foram expressos em puM trolox/g

amostra.

4.4.3 Inibicdo da Producéo de Oxido Nitrico

4.4.3.1 - Cultura Celular e preparo dos ensaios de macrofagos RAW 264.7
Para avaliar a inibicdo da Producéo de Oxido Nitrico e viabilidade celular
foram utilizados métodos quimicos e biolégicos, onde os métodos bioldgicos se
basearam na utilizacdo de macréfagos e quimicos com a leitura da absorbéancia
ao final do experimento. Os macrdfagos murinos peritoneais da linhagem
celular RAW 264.7 obtidos da ATCC (American Type Culture Collection,
Rockville, MD, USA), foram cultivados em Dulbecco’s Modified Medium F-12
(DMEM F-12), suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) em estufa a
37°C e 5% de CO,. Células RAW 264.7 (5x10° células/mL) foram plaqueadas
em placa de 96 pocos. A placa foi mantida em estufa de 37°C e 5% CO, por 3
horas para aderéncia dos macréfagos e estabilidade da cultura. ApGs este
periodo, o sobrenadante da cultura foi removido cuidadosamente para retirada
de células ndo aderentes e substituido por DMEM-F12 suplementado com 2%
de SFB contendo ou néo lipolissacarideo, [1 pg/mL] (LPS, Escherichia coli
055:B5) na auséncia ou presenca dos extratos, das fragbes ou substancias
isoladas. A placa foi mantida em estufa de 37°C, 5% CO, e apo6s 24h de
incubacdo, o sobrenadante da cultura foi coletado para avaliacdo quanto a
capacidade de inibicdo de NO, TNF-a e citotoxicidade. Nos experimentos 0s

extratos foram testados nas concentragdes de 4 ug/mL, 20 ug/mL, 100 ug/mL e



42

500 pg/mL, enquanto as substancias isoladas foram testadas nas

concentracdes de 0,8 ug/mL, 4 ug/mL, 20 ug/mL e 100 ug/mL.

4.4.3.2- Ensaio da capacidade de inibicdo da producdo de éxido nitrico
(NO)

A producdo de NO foi estimada indiretamente, medindo-se a
concentracdo de nitrito. 50 ul dos sobrenadantes (obtido conforme item 4.5)
foram adicionados aos 100 uL de reagente de Griess (p-
aminobenzenosulfonamida 1% + diidrocloreto de naftilenodiamino 0,1% em 5%
de acido fosfoérico), recém-preparado. Apds 10 min, a absorbancia foi medida
no comprimento de onda de 570 nm em espectrofotbmetro de placa. A
concentragdo de nitrito no sobrenadante foi determinada usando como
referéncia uma curva de nitrito de sédio decrescida do valor obtido com os
aditivos sem células. Foram utilizados como controle macrofagos estimulados
com LPS a 1 ug/mL (negativo) e macréfagos néo estimulados (positivo), ambos
ndo tratados com as amostras (Chi, et al. 2001). Também foi utilizado um
inibidor padrdo de iNOS, L-NMMA (Acetato de N°-Metil-L-Arginina) para

comparacao da capacidade de inibicdo da producéo de NO.

4.4.3.3- Testes de citotoxicidade (ensaio de MTT e LDH)

O teste de citotoxicidade dos extratos, das fracbes e substancias
isoladas foi efetuado utilizando o ensaio de LDH e de MTT. Para o MTT, as
células foram plagqueadas na concentracdo e condicdo de cultura citados no
item 4.6, em um volume final de 100 pL. Apos 2 horas para a aderéncia dos
macrofagos, as células foram estimuladas ou ndo com 1 pg/mL de LPS sozinho
ou em combinacdo com os extratos, as fracfes e substancias isoladas por 24
horas. Ao final da incubacao, 5 uL de 3-(4,5dimetiltiazol-2-il)-2,5- difenil tetrazol
[5mg/mL] foram adicionados em cada poc¢o e 2 h depois 0 sobrenadante da
placa foi removido e os cristais formados solubilizados por HCI (4 mM)
adicionado em isopropanol. A leitura foi realizada por espectrofotbmetro de

placa a 570 nm (Raso et al. 2001). As DOs. obtidas foram convertidas em



43

percentual de ciototoxicidade para comparacao com 0s resultados obtidos nos

ensaios de LDH, utilizando-se a seguinte formula:

100' ((D.O.amostra - DO C.) *100/ D.O.Triton = DOC.)

No caso do LDH, para analisar o teor da enzima lactato desidrogenase
no sobrenadante da cultura, estas também foram plaqueadas e tratadas
conforme realizado para o MTT e mantidas em incubacao por 24 h. 50 uL do
sobrenadante da amostra foram coletados e acrescidos de 100 pL de solugéo
de alumen férrico e substrato, mantendo-se a 37°C por 3 min. ApGs,
acrescenta-se 100 uL da solugédo de NAD e fenasina metasulfato, mantendo-se
a 37°C por mais 5 min. A leitura foi realizada em espectrofotbmetro de placa a
490 nm. Para obtencéo da lise maxima em ambos os testes de citotoxicidade
foram utilizados 1% de Triton x-100 (controle positivo) e lise minima, o
sobrenadante de cultura de macréfagos estimulados e nédo tratados (controle
negativo) (Moraes et al. 2010). Para o calculo de percentual de citotoxicidade

nos ensaios de LDH utiliza-se:

(DO amostra™ DO C+) *100/ (DOTnton = DO C+)

4.4.3.4- Bioensaio com células L929 e analise da producao de TNF-a por
macrofagos

As células L929 (linhagem de fibroblasto murinos) foram cultivadas em
meio DMEM-F12 suplementado com 10% de SFB durante o periodo
necessario para formacdo de uma monocamada celular. Para o bioensaio, o
sobrenadante celular foi removido e a monocamada celular foi lavada com PBS
1X para remocdo completa de SFB e em seguida tratadas com solucéo de
tripsina 0,025%+ EDTA 0,2% (acido etilenodiamino tetra-acético). As células
foram centrifugadas (1200 rpm, 5’, 22°C) e ressuspendidas em meio DMEM-
F12 contendo 10% de SFB e 20 ug/mL de gentamicina, sendo plagueadas na
concentracdo 2 X 10° células/mL, em placa de 96 pocos. Apds a incubacéo a
37°C por 24h, o meio de cultura foi removido e 50 uL de DMEM-F12

suplementado com 10% de SFB e 2 upg/mL de actinomicina D foram



44

adicionados em cada poco, seguidos de 50 uL do sobrenadante proveniente da
cultura celular de RAW 264.7. Apdés nova incubacao por 24h a 37°C e 5% CO»,
a viabilidade celular da L929 foi determinada através da técnica do MTT (Shiau
et al. 2001; Mosmann, 1983). Para mensurar a concentracdo de TNF-a

encontrada nas amostras foi utilizada uma curva padrdo com TNF-a

recombinante murino.

4.5- Ensaios bioldgicos do extrato metandlico, da fracdo organica e das
substancias isoladas.

4.5.1 Micro-organismos

Os micro-organismos utilizados neste trabalho foram a bactéria
Staphylocoocus epidermidis ATCC 12228 e trés cepas de Staphylococcus
aureus: cepa padrao ATCC 25923, ATCC 33591 (MRSA) e uma cepa clinica

isolada de um paciente, cujas caracterizacdes estdo descritas na Tabela 2.

Tabela 2: Micro-organismos utilizados nos ensaios biolégicos

Micro-organismo Grupo Cepa Procedéncia
Fundacao
S. epidermidis Gram-positiva ATCC 12228 Oswaldo Cruz —
Fiocruz - RJ

Fundacao
S. aureus Gram-positiva ATCC 25923 Oswaldo Cruz —
Fiocruz - RJ

Fundacao
S. aureus Gram-positiva ATCC 33591 Oswaldo Cruz —
Fiocruz - RJ

Isolado de um
S. aureus Gram-positiva Cepa clinica paciente em um
humana hospital de
Campos dos
Goytacazes - RJ
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4.5.1.1 Meio de cultura
Nos ensaios da atividade antibacteriana foi empregado o caldo Mduller
Hinton CAT. M391 (Himedia), preparado de acordo com as instrucdes do

fabricante, a temperatura ambiente (25°C).

4.5.1.2 Preparo dos in6culos

As cepas de Staphylococcus sp. foram distintamente cultivadas em agar
estoque (BHA-Brain Heart agar, Himedia, india), previamente reativadas em
tubos de ensaio contendo caldo BHI (Himedia, india) e levadas a estufa de
crescimento bacterioldgico (Quimis) a 37°C por 24 horas. A concentragao inicial
de cada indculo foi obtida através da transferéncia de col6nias ativadas para
caldo BHI estéril até atingir uma turbidez equivalente a uma concentracdo de
0,5 McFarland em fotbmetro (Densimat®, bioMérieux, Franga), equipado com
leitor para comprimento de onda 550 nm (Araujo et al. 2004).

4.5.2 Avaliacdo da atividade antimicrobiana

Para a avaliagdo da atividade antibacteriana do extrato metandlico, da
fracdo organica e das substancias isoladas, foi empregado o método da
microdiluicdo em meio liquido, baseado na metodologia descrita por Lemos
1997 e foram solubilizadas em DMSO P.A.

Logo ap6s a solubilizagdo, 10 yL da amostra diluida foram adicionadas a
170 pL do meio Miller Hinton (MH) liquido (Himedia, india) em eppendorfs,
juntamente com um volume de 20 pyL de suspensao da bactéria utilizada,
padronizada pela turvacdo equivalente a 0,5 da escala de MacFarland
(inéculo). Ap6s a incubacdo dos eppendorfs em estufa de crescimento
bacteriano a 37°C por 6 horas, uma aliquota de 50 uL do conteudo de cada
eppendorf foi semeado em placas de Petri contendo meio MH sdélido (Himedia,
india), conforme ilustra o esquema mostrado na Figura 14. Apds o periodo de
incubacédo das placas (em estufa de crescimento bacteriolégico a 37°C por 24
horas), foi identificada a presenca ou ndo de UFCs (Unidades Formadoras de
Colbnias) obtidas em cada experimento, com subsequente compara¢cdo com o

controle.
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Fonte: Gl6ria, 2013

Figura 14 - Esquema da atividade antimicrobiana do extrato metandlico, da
fracdo organica e das substancias isoladas dos frutos de aroeira pelo método
da diluigdo em meio liquido.

Os controles foram preparados de maneira similar ao extrato e as
fracOes, sendo que foi adicionado a 170 yL de meio MH liquido e 20 pL de
in6culo, 10 pL do antibidtico gentamicina na concentracdo de 200 ug/mL como
controle positivo, 10 pL do solvente DMSO P.A. como controle negativo e

plagueado somente o indculo. Os experimentos foram realizados em triplicatas.
4.6- Método para Dosagem de Fenois Totais

Para a gquantificacdo dos compostos fendlicos totais pela metodologia
que emprega o reagente de Folin-Ciocalteu foi utilizado um método quimico
que se baseia na reducdo dos acidos fosfotungstico (H3PW1,040) €
fosfomolibdico (H3PMo012040), presentes no reagente de Folin-Ciocalteu, pelos
fendlicos presentes na amostra a 6xido de tungsténio (WgOz3) e 6xido de
molibdénio (MogO,3) em meio alcalino. Estes 6xidos formados apresentam
coloracdo azulada, sendo possivel a quantificacdo da absorbéancia da solucéo
na regiao do visivel (760 nm).

As amostras foram preparadas na concentracdo de 1,0 mg/mL em
metanol. Foram retirados 30 uL dessas amostras e transferidas para placa de

96 pocos. Em seguida foram adicionados 50 pL do reagente de Folin-
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Ciocalteau (1 N) e acrescentados 100 puL de carbonato de sodio ( Na,COg)
7,5% apos 10 min. A leitura da absorbancia foi realizada a 760 nm apos 2 h de
incubacdo a temperatura ambiente. A curva padrédo foi realizada com acido
galico, em concentracfes que variavam de 5,0 a 500 pg/pL. O experimento foi
realizado em triplicata. Através de uma curva de calibracdo de &cido galico foi
possivel correlacionar a intensidade da cor a concentracdo de fenois presentes
na amostra, sendo o resultado expresso em equivalente de acido géalico (GAE)
(Zimmer, et al. 2012).

A figura abaixo (Figura 15) representa um resumo com esquema das
colunas preparadas e utilizadas neste trabalho de doutorado, bem como quais
amostras foram selecionadas para realizar os testes quimicos e biolégicos.
Lembrando que os testes foram bioguiados pela técnica de CCD com o objetivo

de isolar os compostos com caracteristicas fendlicas.
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RP-2 (Rend.98% - 50.0x5.0 cm) —— — G-3
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G-14C <«
3.2 mg (ST-5-2) G-16
0.100 g «
¢ v Sephadex LH-20 (Rend. 99% - 15£)x3.0 cm)
G-16 A G-16 B G-16 C
0.031¢g 0.010 g (ST-06) 0.058 g
; ¥ _Sephadex LH-20 (Rend. 80% - 15.0x3.0 cm)
G-17 G-18
2 mg (ST-6-1) 5 mgqg (ST-6-2)

Figura 15 - Resumo das colunas preparadas e utilizadas neste trabalho de doutorado
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Anélises Cromatograficas

Neste trabalho de doutorado foram realizadas algumas analises
cromatograficas como Coluna Aberta (RP-2 e Sephadex), Cromatografia em
Camada Delgada (CCD) e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) do
extrato metandlico, da fracdo organica e aquosa, e das substancias isoladas,
ST-02, ST-04, ST-05 e ST-06.

Vale ressaltar que este estudo foi bioguiado e, portanto, o fracionamento

foi realizado de acordo com os resultados obtidos nos ensaios biolégicos.

5.1.1 Extrato Metandlico

Inicialmente o perfil cromatogréafico do extrato metandlico (Figura 16), foi
submetido a Cromatografia em Camada Delgada.

Verifica-se na figura 16 que o sistema de solventes utilizado mostrou-se
satisfatorio, pois houve separacdo de algumas manchas, assim se pode notar
gue a concentracdo de substancias fendlicas é elevada, uma vez que é
possivel notar quatro manchas majoritarias caracteristicas para tais
substancias, como descrito no item 4.3.

Essas manchas apresentam como fatores de referéncia (Rf), os valores
de 0,47; 0,52; 0,64 e 0,90 que sob revelagdo em luz UV (332 nm) apresentam
coloragdo azul. Nota-se nesta figura (16) que a mancha 1 é a mais polar,

qgquando comparada com as demais manchas, e esta se apresenta com
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coloracdo amarela mais intensa em luz visivel. Devido as caracteristicas
observadas (manchas largas, intensa e com arraste), sugere ser uma mistura
de substancias que correspondem aos compostos fendlicos (Sabudak et al.
2005).
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Figura 16 - Cromatograma do extrato metandlico realizado por CCD. Fase
movel: acetato de etila:hexano (75:25) e revelado com sulfato cérico.

Com o intuito de conhecer o perfil quimico deste extrato, este foi
submetido a outra técnica cromatografica, a Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE), para conhecer as substancias presentes (Figura 17). Essa
técnica desempenha um papel central na separacdo de misturas complexas,
como por exemplo, os flavonoides e as substancias fendlicas. Estudos quanto
ao tempo de retencdo (Tr) em diferentes suportes e eluentes tém sido
aperfeicoados e tabelados, a fim de se obter condicbes 6timas de analise
(Oliveira, 2005).
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Figura 17 - Cromatograma 1, perfil quimico do extrato metandlico avaliado por
CLAE. O equipamento utilizado foi da marca Shumadzu class, modelo LC-IO0,
com duas bombas LC10AT, a deteccédo feita nos comprimentos de onda fixos
de (A) 254 nm e (B) 350 nm com volume de injecdo de 20 pL. A coluna
utilizada foi uma RP-18 da Macherey-Nagel (5um, 4,0 x 250mm). C= 10 mg/mL

Depois de realizada a CLAE com o extrato metandlico, pode-se observar
um pico bastante intenso no tempo de retencdo em 10,891 minutos (circulado
em vermelho) no comprimento de onda de 254 nm, com area de 9.632.224, o
mesmo pico nao se observa no comprimento de onda de 350 nm.

E de facil percepcéo que os picos com tempo de 27.435, 29.312, 29.867
e 30.901 minutos se apresentam exarcebados no comprimento de onda de 350
nm, e que o pico com tempo de 29.312 minutos € o0 majoritario no
cromatograma.

Dados de literatura mostram que flavonoides solubilizados em metanol
apresentam duas bandas de absorcdo caracteristica no espectro de UV na
regido de 240-400 nm, o que corrobora com os picos observados no CLAE.
Essas bandas (Figura 18) sado conhecidas como banda | (300-380 nm), e estao

associadas a absorcao do sistema cinamoil do anel B, e banda Il (240-280 nm),
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ocasionada pela absor¢éo do sistema benzoil do anel A (Alonso-Salces et al.
2004).

Banda I: Por¢cao Cinamoil

Banda II: Por¢ao Benzoll o (Fonte: Mabry et al., 1970)

Figura 18 - Esquema do flavonoide e suas porcfes que geram as bandas de
absorcao caracteristicas no UV.

Com base nesta informacdo a Figura 19 mostra os espectros de UV
para estes picos (Figura 17). Pode-se observar que os espectros revelam as
bandas em aproximadamente 240 e 350 nm, 0 que em tese confirmam a

presenca de flavonoides com caracteristicas para as bandas | e Il.
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Figura 19 - Espectros de Ultravioleta dos picos de tempo de retencao (TR) igual
a 27.43 min, correspondente ao pico 1 (Preto); 29.31 min, correspondente ao
pico 2 (Azul), 29.86 min, correspondente ao pico 3 (Rosa) e 30.90 min,
correspondente ao pico 4 (laranja).

Assim, com o0 objetivo de separar essas substancias de interesse
(flavonoides), o extrato metanolico foi fracionado conforme indicado no Tépico

4.3, e o Resumo da Purificacdo na pagina 48.
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5.1.2- Fracionamento do Extrato Metandlico
Apoés o preparo do Extrato Metandlico, este foi fracionado com acetato
de etila com o intuito de concentrar os compostos fendlicos (Sabudak et al.

2005). A figura 20 mostra o CCD resultante dessa particao.

B

Fracdo Fragao
Aquosa Organica

Figura 20 - Cromatograma da particdo com acetato de etila realizada a partir do
Extrato Metandlico por CCD. Fase movel: acetato de etila:hexano (75:25) e
revelado com sulfato cérico.

A partir da Figura 20 pode-se observar que a particao foi eficiente, visto
que a Fracdo organica concentrou 0s compostos de interesse. Pode-se
comprovar que de acordo com as caracteristicas observadas (manchas largas,
intensas e com arraste), a Fragdo Organica se apresenta como uma mistura de
substancias que correspondem aos compostos fendélicos devido a sua intensa
coloracdo amarela apos a utilizacdo de revelador quimico (Sabudak et al.
2005). A fim de se conhecer o perfil quimico resultante do fracionamento do
extrato metanolico e confirmar a eficiéncia da particdo, foi realizada a técnica
do CLAE tanto para a Fracdo Aquosa (Figura 21), quanto para a Fracdo

Organica (Figura 22).
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Figura 21 - Cromatograma 2, perfil quimico da Fracdo Aquosa avaliado por
CLAE. O equipamento utilizado foi da marca Shumadzu class, modelo LC-IO,
com duas bombas LC10AT, a deteccédo feita nos comprimentos de onda fixos
de (A) 254 nm e (B) 350 nm com volume de injecdo de 20 pL. A coluna
utilizada foi uma RP-18 da Macherey-Nagel (5um, 4,0 x 250mm). C= 10
mg/mL.
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Figura 22 - Cromatograma 3, perfil quimico da Fracdo Organica avaliado por
CLAE. O equipamento utilizado foi da marca Shumadzu class, modelo LC-I0,
com duas bombas LC10AT, a deteccédo feita nos comprimentos de onda fixos
de (A) 254 nm e (B) 350 nm com volume de injecdo de 20 pL. A coluna
utilizada foi uma RP-18 da Macherey-Nagel (5um, 4,0 x 250mm). C= 10
mg/mL.

A partir das andlises por CLAE pode-se observar inicialmente um perfil
muito semelhante aquele observado para o extrato metandlico (Figura 17), o
gue de certa forma confirma que o fracionamento concentrou as substancias de
interesse, ja que se observa um pico com tempo de retencdo em 10.293 min
majoritario, e os picos com tempos de retencdo entre 27.264 a 30.635
presentes apresentando absorcdo nos dois comprimentos de onda, como
discutido anteriormente, e presentes somente na Fragéo Orgénica.

Com relacéo a Fracdo Aquosa apesar de ter se obtido maior massa (90

g) quando comparado com a Fracao Orgéanica (36 g), pode-se observar atraves

40 42 44
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da Figura 21 que os compostos de interesse ndo foram compativeis com esse
fracionamento, porém quanto aos acidos ha indicios de sua presenca nessa
Fracdo evidenciados por picos entre 2 a 8 minutos, porém em baixas
concentracfes conforme observado pelo cromatograma (Figura 21).

A partir desse resultado, os fracionamentos seguintes foram realizados a
partir da Fragdo Organica, visto que foi confirmado que esta concentra as

substancias de interesse.

5.1.3 - Fracionamento da Fracdo Organica

A partir dessa Fracdo foram realizadas diversas cromatografias em
coluna aberta, principalmente de fase inversa RP-2 conforme esquema na
pagina 48 (Figura 15).

Para melhorar o entendimento da origem das substéancias isoladas, sé&o
apresentadas abaixo, de forma simplificada, as diversas cromatografias em
coluna aberta, até o isolamento das substancias ST-02 e ST-04, onde se

observa que ambas se originaram do Grupo 10 (Figura 23).
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RP-2 (Rend.75%) |
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RP-2 (Rend.76%) l l l
G-11 G-12 G-13
15¢g

0.016 g (ST-02) 0.020 g (ST-04)

Figura 23 - Esquema simplificado mostrando a origem das substancias ST-02 e ST-04.
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Com o intuito de verificar o isolamento e o perfil quimico dessas
substancias foi realizado a CLAE e a avaliacdo do espectro de UV da
substancia ST-02 (Figura 24 e 25) e da substancia ST-04 (Figura 26 e 27).

26262
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Figura 24 - Cromatograma 4, perfil quimico da substancia isolada ST-02
avaliado por CLAE. O equipamento utilizado foi da marca Shumadzu class,
modelo LC-10, com duas bombas LC10AT, a deteccao feita nos comprimentos
de onda fixos de (A) 254 nm e (B) 350 nm com volume de injecdo de 20 L. A
coluna utilizada foi uma RP-18 da Macherey-Nagel (5um, 4,0 x 250mm). C= 2
mg/mL.

A partir da figura 24 pode-se observar apenas um Unico pico intenso
com tempo de retengdo em 26.82 min, comprovando o isolamento dessa
substancia. O espectro de UV também foi realizado a fim de se comparar com
0 espectro de UV de flavonoides, sendo assim observa-se na figura 25 um
espectro com uma Unica banda em torno de 250 nm e outro, menos intenso em

350 nm, o que em tese confirmam a presenca de flavonoide com
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caracteristicas para as bandas | e |Il, sistemas cinamoil e benzoil,

respectivamente.

" 26.86 min / Intp
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800
Banda |
600

Banda II: Por¢&o Cinamoil

mAU
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400 Porcéo Benzoil

200

200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700 725 750 775 800
nm

Figura 25 - Espectro de Ultravioleta do pico de tempo de retencéo (TR) igual a
26.86 min, correspondente ao pico do ST-02.

Para confirmacdo e elucidagdo estrutural essa amostra foi enviada a
analise de RMN.Com relacdo a amostra isolada e codificada ST-04, também foi

avaliado seu perfil quimico conforme figura 26.

1:254 nm, 8 nm
— 8T-04

r___P 10 p79

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 3B 40 42 44

Minutos

Figura 26 - Cromatograma 5, perfil quimico da substancia isolada ST-04
avaliado por CLAE. O equipamento utilizado foi da marca Shumadzu class,
modelo LC-10, com duas bombas LC10AT, a deteccéo feita nos comprimentos
de onda fixos de (A) 254 nm e (B) 350 nm com volume de injecdo de 20 uL. A
coluna utilizada foi uma RP-18 da Macherey-Nagel (5um, 4,0 x 250mm). C= 2
mg/mL.
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Vale a pena ressaltar que essa amostra também s6 apresentou apenas
um unico pico com tempo de retencdo no tempo de 10.37 min apresentando
deteccdo apenas no comprimento de onda de 254 nm. A figura 27 mostra o

espectro de UV dessa substancia.

~10.37min / Intp
1000

800
X 600
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400
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190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400 410 420 430 440 450
nm

Figura 27 - Espectro de Ultravioleta do pico de tempo de retencdo (TR) igual a
10.37 min, correspondente ao pico do ST-04.

Através desses resultados pode-se concluir que a amostra ST-04 nao
apresenta as caracteristicas para os flavonoides, mas sim para os acidos
fendlicos, pois apresentam bandas intensas nas faixas espectrais de 190-220 e
260-280 nm (Michelyn, 2008; Oleszek e Bialy, 2006). A elucidacao estrutural foi
avaliada através de técnicas espectroscopicas como o RMN.

Apés o isolamento dessas duas substancias, continuou-se a purificacao
da fracdo orgéanica a fim de se isolar as demais substancias presentes no
extrato metandlico dos frutos de aroeira.

A figura 28 mostra a continuacdo deste fracionamento, vale ressaltar
que o fracionamento continuou a partir do Grupo 10, onde resultou em trés
subfracdes, Gr. 11, ST-02 e ST-04.
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G-14 A «— G-10
1 mg (ST-5-0) Sephadex LH-20 (Rend. 98% - 15.0x3.0 cm) 20g
G-14 -— RP-2 (Rend.75% - 25.0x3.0 cm) .
<+ 2.2.g (ST-05 A4
G-14B - el % ] l
6.8 mg (ST-5-1) RP-2 (Rend.76% - 15.0x3.0 cm)
G-15 e G-11 G-12 G-13
1.0g 15g 0.016 g (ST-02) 0.020 g (ST-04)
G-14C -«
3.2 mg (ST-5-2) =0
0.100 g -«
| i Sephadex LH-20 (Rend. 99% - 15.8x3.0 cm)
G-16 A G-16 B G-16 C
0.031g 0.010 g (ST-06) 0.058 g
; l Sephadex LH-20 (Rend. 80% - 15.0x3.0 cm)
G-17 G-18
2 mg (ST-6-1) 5 mg (ST-6-2)

Figura 28 - Esquema simplificado mostrando a origem das substancias ST-05 e ST-06.
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Através do esquema simplificado, pode-se observar a pouca massa obtida
(1.5 g) de Gr.11 para se dar continuidade ao processo de fracionamento, porém
gquando analisado por CLAE, este conjunto apresentou somente 3 grupos de
interesse, como pode ser observado pela Figura 29.
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Figura 29 - Cromatograma 6, perfil quimico do Gr.11 avaliado por CLAE. O
equipamento utilizado foi da marca Shumadzu class, modelo LC-I0, com duas
bombas LC10AT, a deteccéo feita nos comprimentos de onda fixos de (A) 254 nm e
(B) 350 nm com volume de injecdo de 20 pL. A coluna utilizada foi uma RP-18 da
Macherey-Nagel (5um, 4,0 x 250mm). C= 2 mg/mL.
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O conjunto G11 foi entdo submetido a uma nova etapa cromatografica para
purificacdo, resultando em trés novos grupos. Deve-se destacar que o Grupo 14,
através de CLAE, mostrou-se com um unico pico, porém apresentando um pico

largo, que poderia ser uma mistura de substéncias (Figura 30).
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Figura 30 - Cromatograma 7, perfil quimico do Gr.14 avaliado por CLAE. O
equipamento utilizado foi da marca Shumadzu class, modelo LC-10, com duas
bombas LC10AT, a deteccgao feita nos comprimentos de onda fixos de (A) 254 nm e
(B) 350 nm com volume de injecdo de 20 pL. A coluna utilizada foi uma RP-18 da
Macherey-Nagel (5um, 4,0 x 250mm). C= 2 mg/mL.

Pode-se observar a partir desse resultado que essa amostra apresenta um

pico intenso com tempo de retencdo de 29.31 min, porém com pico alargado. Essa
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amostra também foi avaliada quanto ao espectro de UV para verificar a presenca das

bandas caracteristicas para os flavonoides (Figura 31).
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Figura 31 - Espectro de Ultravioleta do pico de tempo de retencdo (TR) igual a 29.31
min, correspondente ao pico do ST-05.

Com base no espectro de UV observam-se dois picos caracteristicos para a
porcao benzoil, proximo a 250 nm e cinamoil, a 350 nm, dos flavonoides na amostra.
Sendo assim, através das analises realizadas por CLAE e pelo UV é possivel
demonstrar que essa amostra pertence ao grupo dos flavonoides.

Porém, a fim de se verificar o real isolamento dessa substancia foi realizado
uma Cromatografia em Coluna utilizando a silica Sephadex LH-20, o qual resultou,
através de CCD em trés manchas (Figura 32), onde a primeira mancha apresenta um
Rf de 0.40 e as duas outras manchas apresentam Rfs com valores bem proximos de
0.70.

Devido a pouca massa resultante desse fracionamento, apenas a amostra

codificada como ST-5-1 (6.8 mg) foi enviada ao RMN para sua elucidacao estrutural.
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Figura 32 - CCD resultando do fracionamento utilizando Sephadex LH-20 do G-14,
resultando em 3 subfracdes.

Dando continuidade ao fracionamento a partir do Gr. 16 este resultou em trés
subgrupos (G-16 A, G-16 B e G-16 C), onde foi escolhido o G-16 B, pois é possivel
se observar a partir da figura 28 uma substancia que quando avaliada por CLAE
(Figura 33) e pelo seu espectro de UV (Figura 34) se apresenta como um padréo de
flavonoide. Também através de CLAE apresentam um Unico pico, porém como na
amostra codificada como ST-05, apresentou um pico alargado.

Devido a esse resultado, também foi realizado uma nova cromatografia em
coluna, utilizando a silica Sephadex LH-20 a fim de se confirmar o isolamento da

amostra.
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Figura 33 - Cromatograma 8, perfil quimico do Gr.21 avaliado por CLAE. O
equipamento utilizado foi da marca Shumadzu class, modelo LC-I0, com duas
bombas LC10AT, a deteccéao feita nos comprimentos de onda fixos de (A) 254 nm e
(B) 350 nm com volume de injecdo de 20 pL. A coluna utilizada foi uma RP-18 da
Macherey-Nagel (5um, 4,0 x 250mm). C= 2 mg/mL.
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Figura 34 - Espectro de Ultravioleta do pico de tempo de retencdo (TR) igual a 29.80
min, correspondente ao pico do Gr. 21.
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Conforme CCD resultante desse fracionamento (Figura 35) € possivel
observar duas manchas com Rfs bem proximos (0.70), porém as manchas
apresentam ainda mais dois sinais, ou seja, essa amostra ndo esta purificada. Sendo
assim, ndo foi possivel elucidar essa estrutura, visto a pouca massa resultante do

fracionamento.

Figura 35 - CCD resultando do fracionamento utilizando Sephadex LH-20 do G-16 B,
resultando em 2 subfragdes.

Para a elucidagao estrutural das amostras isoladas nesse trabalho (ST-02,
ST-04 e ST-5-1) foram necessarias técnicas para auxiliar na sua identificagdo como

0 método espectroscopico de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN).

5.2 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)
5.2.1- RMN da Substancia ST-02

5.2.1.1 Técnicas monodimensionais
Apés a purificacdo do G-10, o que conduziu a substancia ST-02, que foi
submetida & espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H, os dados

estao listados na tabela 3:
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Tabela 3: Sinais listados de *H para a substancia ST-02.

RMN *H (DMSO-ds,) PPM

H-6 (5,9; s)
H-81 (6’Oa S)
H-3', 5' (6,68; d; J= 10.0 Hz)

H-4’; (6,82 d; J=10.2 Hz)
H-2', 6' (7,20; d; J= 7.4 Hz)

Inicialmente, foi analisado o espectro de RMN *H da amostra ST-02 obtido em
DMSO-ds (500 MHz) (Figura 36).

Na regido do espectro correspondente aos nucleos aromaticos (6,00 - 8,00
ppm), pode-se observar a presenca de cinco sinais, sendo dois correspondentes a
regido do anel A (5,90 e 6,05 ppm; nucleo mais protegido) e trés para a regido do
anel B (6,68, 6,82 e 7,20 ppm; nucleo mais desprotegido) (Figura 36) (Mabry et al.
1970).

Na regido dos sinais dos hidrogénios aromaticos (6,00 — 8,00 ppm) (Figura
36), pode-se observar dois singletos na regido do anel A, sendo um em 5,90 ppm (H-
6) e outro em 6,05 ppm (H-8). Deduz-se com esses dados, que o anel A apresenta-
se como um nucleo 5,7-di-substituido. A distingcdo entre flavonas (H-3) e flavonol
(RO-3) foi verificada pela auséncia do singleto em regido préxima a 6,52 ppm
referente ao H-3 da flavona (Silva et al. 2009).

Os sinais para os hidrogénios em 6,68 correspondem aos sinais de H-3’, H5'.
O sinal em 6,82 corresponde ao H-4’, bem como o sinal em 7,20 foi atribuido para os
H-2" e HE'.

Ao analisar a regido do anel B, observa-se que esse anel encontra-se nao
substituido devido a presenca de trés dubletos correspondentes aos sinais H-3'/H-5’,

H-2'/H-6" e para o sinal do H-4'. E possivel observar dois dupletos correspondentes
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aos dois pares de atomos de hidrogénios (H-2'/H-6": &y 7.22 — 7.20; e H-3'/H-5": &y
6.69 — 6.71) acoplados através de interacdo spin-spin em posic¢ao orto (j = 7.4 e 10.2
Hz), observa-se que as constantes de acoplamento se apresentam com valor
elevado, caracteristico desse tipo de acoplamento. Ja em 6.82 ppm observa-se uma
constante de acoplamento elevada (j = 10.0 Hz), sugerindo que os hidrogénios de H-
4’: dy 6.83 — 6.85, estejam acoplando em posi¢ao orto. Sendo assim, deduz-se com
esses dados que o anel B ndo apresenta nenhuma substituicdo.

O sinal em 12,18 ppm remete & hidroxila do C-5 (Agrawall, 1989).
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Figura 36 - Espectro de RMN *H de ST-02 (500 MHz).

A partir do espectro de RMN de 'H foi possivel propor a presenca de uma

unidade de ramnopiranose. Esta unidade de acucar péde ser detectada a partir da
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presencga do dubleto de um hidrogénio anomérico em & 5,41 (J = 12 Hz). Este valor
apresentado pela constante de acoplamento (J= 12 Hz) para o H-1” sugere que o
acucar esta em configuracao beta, pois para ligacdo alfa a constante de acoplamento
seria em torno de 3 Hz (Santos, et al. 2005).

Segundo Markham & Geiger (1994), o deslocamento quimico para H-1"
sugere que a unidade de acucar esteja ligada a posi¢ao 7 (& 4,90-5,50 ppm), e ndo a
posicdo 5 (& 4,56-4,79 ppm), 3’ (0 4,80-5,00 ppm) ou 4’ (& 4,80-5,00 ppm) da
aglicona. Outra caracteristica é a presenca do sinal relativo a uma metila em 1,23
ppm e entre 0s acucares mais comuns se encontra a ramnose. Sendo assim, de
acordo com esses dados parciais, pode-se propor para ST-02 a estrutura da
Galangina 7-O-ramnopiranosideo, onde o acucar ligado diretamente ao esqueleto da

aglicona trata-se de uma ramnose (Figura 37).

OH

HO,

HO

OH

OH

Figura 37 - Estrutura proposta de ST-02 Galangina 7-O-ramnopiranosideo (3, 5, 7
trihidroxi flavonol).

Os sinais de 'H encontrados remetem & aglicona da Galangina, e para
confirmar esta estrutura tais sinais foram comparados com os dados da galangina na
literatura (Tabela 4) (Kaouadji, 2014; Agrawall, 1989).
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Tabela 4: Comparacéo dos sinais de *H da amostra ST-02 e os sinais da galangina
observados na literatura.

8 ST-02 (DMSO-ds) o L(':gg:‘;r; i(,[)z'\gf:))'ds)
H-6 (5.9; s) H-6 (6,4; s)
H-8, (6.0; s) H-8, (6,5; s)
H-3', 5' (6.68; d; J= 10.2 Hz) H-3, 5' (7.55; d; J= 7.3 H2)
H-4' (6.82; d; J= 10.0 H2) H-4' (7.49; m)
H-2', 6' (7,20; d; J= 7,4 Hz) H-2', 6' (8,20; d; J= 7,3 H2)

Devido a esse isolamento ter resultado em pouca massa (2,6 mg) nao foi
possivel realizar as outras técnicas de RMN como **C, APT, e as técnicas
bidimensionais COSY, HMBC e HSQC. Por esse motivo, a proposta estrutural foi
baseada nos dados de *H.

Para os frutos de aroeira este é o primeiro relato de isolamento deste
flavonoide, todavia na literatura existem relatos sobre essa aglicona nas cascas de
Schinus terebenthifolius (Abreu, 2008), mas na forma glicosilada (Galangina 7-O-
ramnopiranosideo) este € o primeiro relato na literatura.

A Galangina foi isolada pela primeira vez em 1881 a partir da raiz da galanga,
Alpinia officinarum (Wollenweber, 1988) e sintetizada por Heap e Robinson em 1926
(Afolayan e Meyer, 1997). Desde entéo, tem sido encontrada em muitos extratos de
angiospermas (Kaouadiji, 2014; Afolayan e Meyer, 1997; Sabatier et al. 1992). A
galangina juntamente com a crisina, pinobanksina e pinocembrina sao flavonoides
caracteristicos da propolis e cera de abelha (Kaouadji, 2014; Afolayan e Meyer,
1997;Soler et al. 1995).

A propolis, substéancia resinosa coletada a partir de diversas fontes vegetais
das plantas por abelhas, € usada como um selante nos espagos abertos da colmeia
e contém basicamente substéncias vegetais, cera e outras secre¢fes da abelha

(Lotti et al. 2010). Portanto, na producédo da propolis, as abelhas as coletam de
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diveras arvores e arbustos que ocorrem no litoral, e possui como fonte a espécie
escolhida para este trabalho, a aroeira (Schinus terebinthifolius Raddi), bem como o
cajueiro (Anacardium occidentale), o Rizophora mangle (mangue vermelho) e
Dalbergia ecastophyllum (Abreu, 2008; Lima, 2006).

5.2.2- RMN da Substancia ST-04
5.2.2.1 Técnicas monodimensionais
5.2.2.1.1 RMN *H
Apbs a purificagdo do G-10, o que conduziu a outra substancia ST-04, que foi

submetida & espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de *H e de **C, e os

dados estdo listados na tabela 5:

Tabela 5: Sinais listados de 'H para a substancia ST-04.

RMN 'H (DMSO-dg,) PPM

H-2 e H-6 (6,9; s)

Inicialmente, foi analisado o espectro de RMN *H da substancia ST-04 obtida
em DMSO-dg (500 MHz) (Figura 38).

Na regido do espectro correspondente ao nucleo aromatico (6,00 - 8,00 ppm),
pode-se observar a presenca de apenas um sinal em 6.9 ppm (Eldahshan, 2011). Os

sinais para os hidrogénios em 6,9 correspondem aos sinais de H-2 e H-6.
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Figura 38 - Espectro de RMN 'H de ST-04 (500 MHz).

Os sinais de 'H remetem & estrutura de uma molécula aromaética
tetrasubstituida, e para confirmar esta estrutura tais sinais foram comparados com 0s

dados desse acido na literatura (Tabela 6) (Moura,et al. 2011).

Tabela 6: Comparacéo dos sinais de *H da amostra ST-04 e os sinais do &cido galico
observados na literatura.

dn Literatura (DMSO-de)

ST-04 (DMSO-d
Sy ( 6) (Moura et al. 2011)

H-2 e H-6 (6,99; s) H-2 e H-6 (6,92; s)
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Desse modo, com os sinais de H obtidos por este espectro e comparando
com os dados da literatura, se pode deduzir que a estrutura em questdo é o acido
gélico (Figura 39).

OH

Figura 39 - Estrutura proposta de ST-04, acido galico.

5.2.2.1.2 RMN APT

O espectro de RMN de APT forneceu 5 sinais (Figura 40), onde o sinal em
108,9 corresponde aos carbonos C-2 e C-6, e o sinal em 146,02 corresponde aos
carbonos C-3 e C-5.

Observa-se um sinal mais desprotegido do espectro, em 166,7 ppm, que
refere-se ao carbono C1' correspondente a carbonila do &cido carboxilico
(Eldahshan, 2010).

O segundo sinal mais desprotegido do espectro esta listado para os carbonos
C-3 e C-5 (146,02 ppm), devido a sua ligacdo com a hidroxila.

O sinal listado em 138,86 foi assinalado para o C-4 que estd em regiao
desprotegida, devido a sua ligacdo com a hidroxila. O sinal em 108,90 ppm
corresponde ao C-2 e C-6 que estéa ligado ao hidrogénio (Figura 40). E o carbono 1

possui sinal em 119,71 ppm.
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A tabela 7 correlaciona os sinais de APT do espectro obtido da amostra ST-04
com os sinais do acido gélico descritos na literatura (Moura et al. 2011). A partir dos

dados de APT e H foi possivel corroborar a proposta do Acido Galico (Figura 41).

Tabela 7: Comparacdo dos sinais de APT de ST-04 e os sinais do acido galico
observados na literatura.

6c (DMSO-dg) dc (DMSO-dy)
Literatura

T-04
ST-0 (Moura et al. 2011)

Acido Galico

1 119,71 120,7
2 108,9 108,8
3 146,02 1454
4 138,86 138,0
5 146,02 1454
6 108,9 108,8

—

166,77 167,6




76

SpinWorks 2: NT-04

: 8- : EE o szswses
DMSO
C-3eC-5
v s c-1
c-1
C-2eC-6
v
v
v
T | T T T T T T T T T T T T T T T T T T
PPM 180 160 140 120 100 80 60 40 20

Figura 40 - Espectro de RMN APT de ST-04 (500 MHz).
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Figura 41 - Sinais de APT do acido galico (ST-04) comparados com os dados da
literatura (Moura et al. 2011).
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A tabela 8 mostra um resumo dos sinais de RMN *H e RMN APT verificados

para ST-04 e comparados com os dados da literatura (Moura et al. 2011).

Tabela 8: Comparacao dos sinais de ST-04 e os sinais do acido gélico da literatura
(Moura et al. 2011).

dc &¢c SH SH
ST-04 Literatura ST-04 Literatura
(DMSO-dg) (DMSO-dg) (DMSO-dg) (DMSO-dg)
Acido Galico
1 119,71 120,7 -—--
2 108,9 108,8 6,99 6,92
3 146,02 145,4 ---
4 138,86 138,0
5 146,02 145,4 ---
6 108,9 108,8 6,99 6,92
1 166,77 167,6 ---

5.2.3 Técnicas bidimensionais

5.2.3.1 COSY H -1H

A partir da andlise do COSY foi possivel identificar a correlacdo entre os
hidrogénios vizinhos H-2 e H-6 (vermelho). E possivel verificar pelo espectro
somente essa correlacdo, visto que apenas estes dois hidrogénios estdo acoplando.

A figura 42 mostra o espectro de COSY, com essa correlacao.
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Figura 42 - Espectro de RMN 2D- COSY para ST-04.

5.2.3.2 HMQC

A partir dos dados do espectro de HMQC (Figura 43) foi possivel estabelecer
a correlacéo direta entre os nicleos de *H com os nucleos de *C a eles diretamente
ligados. Com isso, através da avaliacdo dos resultados desta andlise foi possivel
confirmar os valores dos deslocamentos quimicos (3) dos carbonos da molécula que
possuia um hidrogénio a eles ligado.

Pelo espectro de HMBC é possivel correlacionar os sinais de H-2 e H-6 com
os carbonos C-2 e C6 (linha azul), ou seja, a correlacdo dos hidrogénios e carbonos

ligados diretamente a eles.
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Figura 43 - Espectro de RMN-2D HMBC para ST-04.

5.2.3.3 HMBC

Através da andlise das correlacdes a longa distancia *H-*C (Figura 44) foi
possivel detectar a correlagéo entre os nicleos de *H e os nucleos de *3C, a duas ou
mais ligacBes de distncia. A partir da avaliacdo dos resultados desta andlise foi
possivel confirmar a correlacdo entre os sinais de H-2 e H-6 com os carbonos C-2 e
C6 (linha azul), bem como com C-4 (linha vermelha), C-5 e C-3 (Linha verde) e por

fim com o C-1’ (Linha preta) (Figura 44).
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Figura 44 - Espectro de RMN-2D HMBC para ST-04.
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5.2.3.4 Proposta Estrutural

A andlise dos espectros mono e bidimensionais revelou a presenca do &cido
gélico (Figura 45). Os sinais de RMN de *C e 'H est&o listados na Tabela 8 e a

comparacao com dados da literatura (Moura et al. 2011).

HO O

HO OH

OH

Figura 45 - Estrutura de ST-04 (Acido galico).

Esta molécula ja foi isolada anteriormente no trabalho Skopp e Schwenker
(1986) a partir dos frutos de aroeira. Também se pode encontra-la nas folhas
(Santos, 2009; Carvalher-Machado et al. 2008), e nas cascas de S. terebinthifolius
(Martorelli et al. 2011).

O &cido galico (acido 3, 4, 5-trihidroxibenzdico) € um &cido organico aromatico
descoberto em 1786 por C.W. Scheele. E o constituinte basico dos taninos
hidrolisaveis, originado pela rota biossintética via acido chiquimico, sendo derivado
do &cido benzoico, encontrado amplamente em plantas lignificadas, frequentemente
na forma do seu dimero, o &cido elagico (Longhini, 2006, Simdes et al. 2004). E mais
frequentemente encontrado em plantas na forma de éster como um tanino
hidrolisavel, que exibe atividades similares (Krogh, 2001). Uma atividade muito
especial apresentada pelo acido gélico é a inducdo de morte celular (apoptose) em
células cancerosas com alta seletividade, muito maior que em células normais. Além
disso, o acido galico induz apoptose em células de leucemia promielocitica HL-60RG
(Krogh, 2001; Inoue et al. 1994).
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5.2.4 — Quantificacdo do acido galico no extrato metanalico

Tendo em vista a existéncia e elucidagédo do 4cido gélico nos frutos de aroeira
optou-se por avaliar o quao representativo € essa substancia no extrato. Sabe-se
gue o acido galico exibe intensa absorcdo na regido do ultravioleta, e isso permite
sua avaliacdo por cromatografia em camada delgada (CCD) e cromatografia de alta
eficiéncia (CLAE) (De Souza, 2004). Sendo assim, para a quantificacdo desse acido
fendlico no extrato por CLAE, foi realizada uma curva padréo (area do pico X massa

em ug) utilizando-se uma amostra pura de acido galico (Figura 46).

30000000 -
25000000 - y=24312x+ 528336
R?=0.9941
20000000
15000000 -
10000000 -
5000000 -
0 T T : . . :
0 200 400 600 800 1000 1200

Figura 46 - Curva padréo do &cido galico.

Desta forma, a partir da curva padrédo de acido galico elaborada (Figura 46) foi
possivel quantificar esse acido presente no extrato (Tabela 9; CLAE - Figura 17,

pagina 51).
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Tabela 9: Quantificacdo do &cido gélico presente no extrato metandlico dos frutos de
aroeira.

Extrato MeOH

] (Mg/mL)
Acido gélico 10.89 677.3

Amostra Tr (min)

Esse resultado demonstra o quao significativo é a presenca desse acido nos
frutos de aroeira. No trabalho de Bezerra (2012) a concentracdo de acido galico
encontrado nas cascas de aroeira foi de apenas 0.86 pg/mL.

O resultado obtido neste trabalho é semelhante as concentracbes de frutos
com elevado teor de compostos fendlicos como a framboesa, onde no trabalho de
Rampazzo et al. (2010) foi quantificado 880 pug/mL deste acido .

Vale a pena ressaltar a importancia desse fruto em concentrar elevados teores
desse acido, visto que este € conhecido por apresentar elevado potencial

antioxidante, agindo como inibidor de radicais livres (Bezerra, 2012).
5.2.5 - RMN da Substancia ST-5-1
5.2.5.1 Técnicas monodimensionais (*H)
Apés a purificacdo do G-14, o que conduziu a substancia ST-05-1 (G-14B),

que foi submetida & espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de H, os

dados estdo listados na tabela 10:
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Tabela 10: Sinais listados de 'H para a substancia ST-05-1.

RMN *H (DMSO-dg,) PPM

H-6 (6,18; br)
H-8 (6.18; br)
H-3’, 5" (6.81; dd; J= 4.0 Hz)
H-4’ (7.48; m)
H-2', 6' (8.0; s)

Inicialmente, foi analisado o espectro de RMN *H da amostra ST-05-1 obtido
em DMSO-ds (400 MHz) (Figura 47).
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Figura 47 - Espectro de RMN 'H de ST-05-1 (400 MHz).

O espectro de RMN de 'H para ST-5-1 apresentou o mesmo padrdo de
aglicona apresentado pelo flavonoide ST-02, porém sem a presen¢a da regiao
caracteristica para os carboidratos.

O sinal mais deslocado, ou seja, mais desblindado, como um singleto em 12,9
ppm corresponde ao hidrogénio da hidroxila 5 da aglicona que se encontra em
ligacdo de hidrogénio com o oxigénio da carbonila em 4.

Na regido do espectro correspondente aos nucleos aromaticos (6,00 - 8,00

ppm), pode-se observar a presenca de quatro sinais, sendo um correspondente a
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regido do anel A (6.18 ppm; ndcleo mais protegido) e trés para a regido do anel B
(6.81, 7.48 e 8.0 ppm; nucleo mais desprotegido) (Mabry et al. 1970).

Para o anel A foram observados sinais em 6,18 ppm que apresentam-se
sobrepostos, mostrando-se como um sinal largo (broad) (Silva et al. 2009), ou seja,
os hidrogénios correspondentes ao H-6 e H-8, apresentam o mesmo ambiente
quimico, apresentando constantes de acoplamento pequenas, o que indica um
acoplamento meta entre esses dois hidrogénios, mostrando tratar-se de um
flavonoide 5,7- diidroxilado no anel A.

Ao analisar a regido do anel B, observa-se que esse anel encontra-se nao
substituido devido a presenca de dois dupletos e um singleto correspondentes aos
sinais H-3'/H-5", H-4’ e para o sinal do H-2'/H-6". E possivel observar dois dupletos
correspondentes aos atomos de hidrogénios (H-3'/H-5: &y 6.81 — 6.82; e H-4": oy
7.48 — 7.62) apresentando constantes de acoplamento para (j = 4.0 Hz) e outra
constante com valor elevado, indicando a presenca de multipletos. No sinal em 8.0
ppm observa-se a presenca dos hidrogénios de H-2-6’, representado por um
singleto. Sendo assim, deduz-se com esses dados que o anel B ndo apresenta
nenhuma substituicéo.

Os sinais de 'H encontrados remetem & estrutura da galangina, e para
confirmar esta estrutura tais sinais foram comparados com os dados dessa aglicona
na literatura (Tabela 11) (Kaouadii, 2014; Agrawall, 1989).
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Tabela 11: Comparacéo dos sinais de *H da amostra ST-5-1 e os sinais da galangina

observados na literatura.

81 ST-5-1 (DMSO-dy)

Sy Literatura (DMSO-dg)
(Kaouadji, 2014)

H-6 (6,18; br)
H-8 (6,18; br)

H-3', 5’ (6,81; d; J= 4.0 Hz)
H-4’ (7,48; m)

H-6 (6,4; s)
H-8, (6,5; s)
H-3', 5' (7,55; d; J= 7.3 Hz)
H-4’ (7,49; m)

H-2', 6 (8,0: s) H-2', 6' (8,20; d; J= 7,3 Hz)

Assim, com os sinais de *H obtidos por este espectro e comparando com o0s
dados da literatura, se pode deduzir que a estrutura da aglicona € a galangina
(Figura 48).

HO (@)

OH

OH

Figura 48 - Estrutura proposta de ST-5-1 Galangina (3, 5, 7 trihidroxi flavonol).

5.2.5.2 RMN APT

O espectro de RMN de APT forneceu 13 sinais (Figura 49), que se referem a

13 carbonos, conforme tabela 12, uma vez que o sinal em 128.4 corresponde aos

carbonos C-3’ e C-5’, e o0 sinal em 131.8 corresponde aos carbonos C-2’ e C-6'.
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Observa-se para o anel C da aglicona um sinal mais desprotegido do
espectro, em 196,8 ppm, 0 que confirma a presenca de uma carbonila cetonica em
C-4 a-B insaturada (Yoshikawa et al. 2000).

O segundo sinal mais desprotegido do espectro estd listado em 163,9 e foi
assinalado para o C-7 que esta em regido desprotegida, devido a sua ligagdo com a
hidroxila. O sinal em 160.46 ppm corresponde ao C-5, que esta hidroxilado (Figura
37). O carbono 6 e C-8 estéo ligados a um hidrogénio e seu sinal esta em 95,3 ppm
e 97.2 ppm, respectivamente.

Em 157.8 ppm encontra-se o sinal atribuido ao C-2. Com base no
deslocamento observado (mais desprotegido), a posicdo 3 da aglicona esta com a
presenca de um substituinte, uma vez que, quando esta posicdo ndo esta
substituida, o deslocamento para C-2 fica proximo de 148 ppm (Mabry et al., 1970).
O valor para C-3 é de 131.8 ppm, caracteristico para flavonol (Mabry et al. 1970).

Para o anel B quatro sinais sdo observados, todavia os sinais em 128.4 ppm
correspondem aos carbonos C-3’ e C-5°, e o sinal em 120.6 ppm corresponde aos
carbonos C-2’ e C-6’. Os sinais em 129.4 e 131.8 ppm foram atribuidos aos carbonos

C-1’ e C4’, respectivamente.
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Figura 49 - Espectro de RMN 1*C de ST-5-1 (400 MHz).

A Tabela 12 correlaciona os sinais de **C do espectro obtido da amostra ST-5-
1 com os sinais da galangina encontrados na literatura (Kaouadji, 2014; Agrawall,
1989).
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Tabela 12: Comparacdo dos sinais de *C de ST-5-1 e os sinais da galangina
observados na literatura.

&c (DMSO-dg) 8c (DMSO-dg)
ST-5-1 (Kat,'ﬂzr;tif”z%u)
Galangina

2 157.8 145.0
3 131.8 136.6
4 196.8 175.4
5 160.4 160.8
6 95.3 98,6

7 163,9 165.3
8 97.2 92.8

9 160,4 157.0
10 102.0 103.8
1 129.4 130.8
2 120.6 128,6
3 128.4 127.6
4 131.8 130.3
5’ 128.4 127.6
6’ 120.6 128,6

Com os dados de *3C foi possivel corroborar a proposta da aglicona galangina
(Figura 48).

A tabela 13 mostra um resumo dos sinais de RMN *H e RMN APT verificados
para ST-5-1 e comparados com os dados da literatura (Kaouadji, 2014; Agrawall,
1989).
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Tabela 13: Comparacédo dos sinais de ST-5-1 e o0s sinais da galangina da literatura
(Kaouadji, 2014; Agrawall, 1989).

¢ dc Sn S
ST-5-1 Literatura ST-5-1 Literatura
(DMSO-dg) (DMSO-dg) (DMSO-dg) (DMSO-dg)
Galangina
2 157.8 145.0 -—--
3 131.8 136.6
4 196.8 175.4
5 160.4 160.8
6 95.3 98,6 6,18 6,40
7 163,9 165.3
8 97.2 92.8 6,68 6,51
9 160,4 157.0
10 102.0 103.8
1 129.4 130.8
2 120.6 128,6 8,0 8.20
3 128.4 127.6 6.81 7.55
4 131.8 130.3 7.48 7.49
5’ 128.4 127.6 6.81 7.55
6’ 120.6 128,6 8,0 8.20

5.2.6 Técnicas bidimensionais

5.2.6.1 COSY H -1H

A partir da andlise do COSY foi possivel identificar a correlacdo entre os
hidrogénios vizinhos H-2’, 6 com H-3-5 (vermelho). Também se observa a
correlacéo entre H-4’ e 0 H-2', 6’ (azul). A figura 50 mostra o espectro de COSY, com

essa correlacao.
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Figura 50 - Espectro de RMN 2D- COSY para ST-5-1.

5.2.6.2 HMQC

A partir dos dados do espectro de HMQC (Figura 51) foi possivel estabelecer
a correlacéo direta entre os ncleos de *H com os ntcleos de *3C a eles diretamente
ligados. Dessa forma, através da avaliagdo dos resultados desta andlise foi possivel
confirmar os valores dos deslocamentos quimicos (&) dos carbonos da molécula que

possuia um hidrogénio a eles ligado.
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Figura 51 - Espectro de RMN-2D HMBC para ST-5-1

Pelo espectro de HMBC ¢é possivel correlacionar os sinais de H-4
correlacionando com o C-4’ (verde) e os sinais de H-2’, 6’ com os carbonos C-2’ e C-
6’ (linha vermelha), ou seja, a correlagdo dos hidrogénios e carbonos ligados
diretamente a eles. Para o anel C é possivel observar a correlagdo da hidroxila (OH)
ligada ao C3 (laranja), comprovando o isolamento de um flavonol. E por fim, a

correlagdo do H-6 com o C-6 (preto), presentes no Anel A.

5.2.6.3 Proposta Estrutural

A analise dos espectros mono e bidimensionais revelou a presenca da
aglicona galangina (Figura 52), onde condiz com o mesmo espectro da susbtancia
ST-02, porém sem a presenca do carboidrato. Os sinais de RMN de APT e 'H estdo
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listados na Tabela 13 e a comparacdo com dados da literatura (Kaouadji, 2014;
Agrawall, 1989).

HO O

OH

OH

Figura 52 - Estrutura proposta de ST-5-1 Galangina (3, 5, 7 trihidroxi flavonol).

Vale a pena ressaltar que devido a pouca massa resultante do fracionamento

(6,8 mg), néo foi possivel avaliar as demais atividades bioldgicas com esse flavonol.

5.3 — Teor de Fendis Totais

Os compostos fendlicos sdo produtos secundarios do metabolismo de
vegetais e atuam na protecdo da planta contra condicbes adversas. Eles contribuem
para as caracteristicas como adstringéncia, cor, flavour e também para a estabilidade
oxidativa da planta (Naczk e Shahidi, 2004).

Com o passar dos anos, estudos mostraram evidéncias que o consumo de
compostos fendlicos traz beneficios ao organismo, e este fato estaria associado ao
seu poder antioxidante. Como exemplos, pode-se citar o estudo realizado na
Holanda, que mostrou a correlacdo inversa entre a incidéncia de risco de doenca
coronariana e o consumo diario desses compostos (Halliwell, 2007).

O resultado do teor de fendis totais do extrato metandlico e das particbes

aguosa e organica esta listado na tabela 14.
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Tabela 14: Teor de fendis totais do extrato metandlico, particdo aquosa e organica.

Amostras Concentracéo
(mg/mL)
Extrato MeOH 0,66 +1,0
Part. Aquosa 0,27+1,2
Part. Organica 1,4+0,5

De acordo com os dados demonstrados na Tabela 14, pode-se observar que a
particdo organica apresenta a maior concentracdo de fendis totais, seguido do
extrato metandlico e da particdo aquosa. Tal resultado confirma a concentracao das
moléculas de interesse (substancias fendlicas) no processo de fracionamento do
extrato metandlico, como pode ser observado no cromatograma 3 (Figura 22).

No trabalho de Degépari et al. (2005) foi obtido do extrato alcoolico 685 pg de
catequina/g de amostra, esse resultado indica que os dados obtidos nesta tese de
doutorado apresentaram valores superiores de fendis totais. Estas diferencas podem
ser atribuidas a variedade botanica, a maturidade da planta, a extracdo e aos
métodos analiticos, bem como a origem geografica das plantas (Zimmer et al. 2012).

Este resultado corrobora com trabalhos (Barbosa-Pereira et al. 2014; Bendary
et al. 2013; Woraratphoka et al. 2012) que demonstram a correlacdo entre a
atividade antioxidante e o contetdo fendlico de extratos de diferentes plantas, visto
gue se comparados os resultados da atividade antioxidante avaliados por diferentes
meétodos, explicados mais a frente no item 4.5 paginas 81 (Método DPPH) e 88
(Método FRAP), a particdo orgénica apresentou melhor potencial antioxidante,
seguido do extrato metanolico e da particdo aquosa.

De acordo com Barbosa-Pereira e colaboradores (2014), os polifendis
apresentam diversas aplicacdes industriais como aditivos naturais com propriedades
antioxidantes, por exemplo, nos cosméticos e nas industrias de alimentos. Além
disso, os compostos fendlicos apresentam beneficios positivos para a saude na

prevencao de doencas associadas ao estresse oxidativo (Scalbert, et al. 2005).
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Atualmente, ha um crescente interesse em fitoquimicos como novas fontes de
antioxidantes naturais e agentes antimicrobianos (Barbosa-Pereira et al. 2014;
Robards, 2003). A utilizacdo de antioxidantes sintéticos na area de alimentos e na
industria, como os hidroxianil butilado (BHA), butil-hidroxitolueno (BHT), galato de
propila (GP), terc- butil hidroquinona (TBHQ) e palmitato de ascorbila (AP) esta
severamente limitada pela legislagcdo sobre sua aplicacdo e suas concentracdes
(Barbosa-Pereira et al. 2014). Além disso, ha alguns problemas de seguranca
relacionados com a toxicidade residual de conservantes quimicos (EFSA, 2012).

Por isso, observa-se uma tendéncia para evitar ou pelo menos reduzir o uso
de aditivos sintéticos, criando a necessidade de uma alternativa barata, renovavel,
natural e possivelmente fontes mais seguras de moléculas naturais com
propriedades antioxidantes e atividades antimicrobianas para estabilizar os alimentos
contra o ranco oxidativo e a deterioracdo microbiana (Cruz et al. 2007; Moure et al.
2001).

5.4 - Atividade Antioxidante

Os antioxidantes podem ser definidos como quaisquer substancias que,
presentes em baixas concentracdes, quando comparadas a um substrato oxidavel,
atrasam ou inibem a oxidacédo desse substrato de maneira eficaz (Handelman, 2001;
Sies e Sthal, 1995). O uso de antioxidantes na industria de alimentos e seus
mecanismos de acdo tém sido muito estudados, uma vez que estes sdo amplamente
empregados, principalmente, com a finalidade de inibir ou retardar a oxidagéao lipidica
de dOleos, gorduras e alimentos gordurosos (Ramalho e Jorge, 2006).

Diversas técnicas tém sido utilizadas para se determinar a atividade
antioxidante in vitro. Observa-se um aumento no uso da avaliagdo da capacidade
antioxidante em alimentos, produtos naturais, farmacos e cosméticos (Bezerra, 2012;
Oliveira et al. 2009). Este interesse comecou a se expandir a partir da década de 90,
quando comecou a ser constatada a influéncia benéfica de muitos produtos naturais

na saude humana (Tomei e Salvador, 2007). Da mesma forma, tornou-se também
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crescente a busca e a validacdo de metodologias para a avaliacdo da atividade
antioxidante em matrizes complexas, como alimentos, produtos naturais e fluidos
biolégicos (Tiveron, 2010; Roginski e Lissi, 2005; Sanchez-Moreno, 2002).

Dentre os métodos utilizados para se estimar a capacidade antioxidante estao
o DPPH (reducao do radical 1,1-difenil-2-picrilidrazil) e o FRAP (Método de reducéo

do ferro). A tabela 15 relaciona as vantagens e limitacdes dessas duas técnicas.

Tabela 15: Vantagens e limitacdes das técnicas antioxidantes DPPH e FRAP.

Técnica Vantagens LimitacOes
Relativa simplicidade; Os radicais DPPH podem interagir
Baseado na capacidade do com outros radicais (alquil), e, a
DPPH' reagir com doadores curva de resposta em tempo para
DPPH de hidrogénio (Tomei e atingir o estado estacionario ndo ser
Salvador, 2007) linear, com diferentes relacdes de
antioxidante/DPPH"  (Roginsky e
Lissi, 2005).
Baseado na capacidade dos Consiste no fato de que a
fendis em reduzir o Fe* em capacidade de reducdo obtida nao
Fe?": reflete necessariamente na atividade
Boa alternativa para andlise de antioxidante da amostra. Como o
ERAP fluidos bioloégicos e solugbes método ndo inclui um substrato

aquosas (Pulido et al. 2000).

oxidavel, ou seja, uma degradacao
oxidativa real, ndo ha informacdes
fornecidas sobre as propriedades
dos antioxidantes (Roginsky e Lissi,
2005).
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5.4.1 — Sequestro do Radical Livre DPPH

A oxidacdo dos lipidios € considerada uma das principais causas da
deterioragcdo do alimento, afetando tanto a qualidade nutricional / sensorial e a
seguranca destes, em especial, produtos ricos em lipidios tém sido um desafio para
preservacao de alimentos. Entre as varias estratégias empregadas para controlar a
oxidacdo dos lipidios, a adicdo de antioxidantes é a abordagem mais eficaz,
conveniente e econdmica (Zhong e Shabhidi, 2012).

Além dos efeitos prejudiciais dos radicais livres na alimentacdo, pode-se
observar o efeito do estresse redox no corpo humano. Esse estresse redox € definido
como o desequilibrio entre a producdo de espécies reativas de oxigénio, enxofre e
nitrogénio, entre outras, e a remocdo destas pelos sistemas quimicos e enziméaticos
de defesa antioxidante e, também, pelo reparo enzimatico das biomoléculas lesadas
(Vasconcelos et al. 2007; Rahman et al. 2006). Todo esse estresse redox esta
associado a diversos fatores, como habitos de vida considerados inapropriados
(consumo de alcool, tabagismo, dieta inadequada, exercicio fisico realizado de forma
extrema e exposicdo a radiacdo ndo ionizante ultravioleta e outras ondas curtas);
condicbes ambientais impréprias (temperatura elevada e poluicdo ambiental,
domiciliar e ocupacional); envelhecimento e estados psicolégicos que provoquem
estresse emocional. H4 também patologias crénicas (diabetes mellitus, hipertensao
arterial, cancer, entre outras) e patologias degenerativas (Mal de Alzheimer e Mal de
Parkinson) (Halliwell e Gutteridge, 2007).

Sendo assim, 0 uso de antioxidantes € considerado eficiente estratégia para
se evitar danos, tanto na saude humana quanto na industria de alimentos. Tendo em
vista os indicios de problemas que podem ser provocados pelo consumo de
antioxidantes sintéticos, as pesquisas tém-se dirigido no sentido de encontrar
produtos naturais com atividade antioxidante, os quais permitirdo substituir os
sintéticos ou fazer associacdes entre eles, com o intuito de diminuir sua quantidade
nos alimentos (Souza, 2006).

A fim de se verificar o potencial antioxidante dos frutos de aroeira e das

substancias resultantes do seu fracionamento, estes foram submetidos a avaliacdo
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da atividade antioxidante pelo método do sequestro do radical livre DPPH, onde se
observa na Tabela 16 os resultados obtidos. Os padrdes utilizados neste trabalho
foram os flavonoides quercetina, rutina e apigenina e o padrédo comercial de estrutura
fendlica, Butil-hidroxitolueno (BHT). Também é possivel de se verificar na Tabela 16
o potencial da atividade antioxidante através do ECsy, das amostras testadas neste
trabalho, o qual é definido como a quantidade de antioxidante necessaria para
reduzir em 50% a concentragéo inicial do radical livre DPPH.

Os flavonoides foram utilizados como padrdes devido ao seu efeito protetor
nos sistemas bioldgicos, que sdo atribuidos a sua capacidade de transferéncia de
elétrons dos radicais livres, também ativam as enzimas antioxidantes e inibem as
oxidases (Agati et al. 2012; Heim, 2002). De acordo com Ross e Kasum (2002), a
capacidade antioxidante dos compostos fendlicos € determinada pela sua estrutura,
em especial pela facilidade com que um atomo de hidrogénio a partir de uma
hidroxila do anel aroméatico pode ser doado para um radical livre. E a capacidade de

um composto aroméatico em estabilizar um elétron ndo emparelhado (Figura 53).
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Figura 53 - Mecanismo mostrando um composto aromatico aceitando um elétron n&o
emparelhado.
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Tabela 16: Atividade antioxidante pelo método DPPH e ECso do extrato metandlico,
da particdo aquosa, da organica, das fracdes e dos padrdes fendlicos quercetina,
rutina, apigenina e 2,6-di-(tert-butil)-4-metilfenol (BHT).

Espécies Vegetais Concentragdes
1000 pg/mL (%) 10 pg/mL (%) 10 pg/mL (%) ECso

Extrato MeOH 0 941+01 = 943+03 67,8+0,1 144+11
Part. Aquosa 932402 44100 11 £1,0 127,3+1,1

Part. Organica :L_9_4_,3-E_OL4_ ______ 9 _2}_1:9,_9______9_0,_1_1:9,6 09+1,6

Acido Gélico (ST-04) i__s_;e_s,_7_¢_1_,§ ______ 944+03 93,6 +0,7 05+138
ST-05 696+0,7  268%02 12,3£0,5 328,1+1,1
ST-06 :L_9_3L6_J:r 05 = 918+ (_J,_'8 17,6 £ 0,3 276+1,3

Quercetina 95,3+0,9 93,4+1,2 91,3+ 3,0 0,7+1,9
Rutina 88+0,9 86,4+11 0,84 +0,9 41,3+14
Apigenina 60+1,5 41,3+ 2,7 95+1,0 270,6 + 1,3
BHT 100 £ 0,9 52,1+2,2 436+ 1,5 40,3+ 1,5

*Média + Desvio Padréo (n=3).

Neste estudo, o potencial antioxidante do extrato metandlico, das fracGes
aguosas e organicas, ST-05 e ST-06, bem como a substancia isolada &cido galico
(ST-04) foram avaliados com base na capacidade de sequestrar o DPPH. Este teste
€ muito importante para fornecer informagdes sobre a reatividade dos compostos
organicos com os radicais livres estaveis, devido ao niumero impar de elétrons. O
reagente DPPH apresenta uma forte banda de absorcdo em 517 nm no espectro
visivel (de cor violeta escura). Como o elétron ficou estabilizado no sequestro de
radicais livres, a absorcédo diminuiu e com isso, ocorreu mudanca da cor resultante
(Bulbul et al. 2011; Anup et al. 2010). E possivel verificar pela Tabela 16 que todas
as amostras testadas na maior concentracdo (1000 pg/mL) apresentaram mudanca
de coloracéo, apresentando capacidade de sequestro de radicais livres.

O &cido galico (ST-04) foi a amostra que se apresentou como o melhor
antioxidante frente ao DPPH (ECsp 0,52 + 1,8 pg/mL), seguido da particdo organica
(ECs500,9 £ 1,6 ug/mL), do extrato metandlico (ECsp 14,39 £ 1,12 pug/mL), ST-06 (ECsg
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27,6 + 1,3 pg/mL), da particdo aquosa (ECsp 127,3 = 1,14 pg/mL), e por fim ST-05
(EC50328,1 £ 1,1 pg/mL).

O extrato metandlico apresentou alta capacidade de sequestro de radicais
livres (94%) nas duas concentracdes testadas (1000 e 100 pg/mL), sendo que na
menor concentracao (10 pg/mL) este apresenta atividade superior a 50% (ECsp 14,4
+ 1,1 pug/mL). Tal atividade também se apresenta superior ao padrao comercial BHT,
e do flavonoide apigenina, que na concentragcdo mais alta apresenta atividade de 60
% (ECsp 270,6 = 1,4 pg/mL). Esse resultado confirma que esse extrato possui alta
atividade antioxidante.

Esse resultado € similar aos dados de literatura, Woraratphoka e
colaboradores (2012) determinaram um ECsg para extratos de folhas de aroeira de
5,54 + 0,13 pg/mL. Entretanto, no trabalho de Degéspari e colaboradores (2004) foi
determinada a atividade antioxidante das fracfes etandlica e aquosa, extraidas dos
frutos de Schinus terebinthifolius Raddi, cuja melhor atividade foi obtida para fracao
etandlica, embora tenha apresentado uma atividade 4 vezes menor que aquela
encontrada em solugbes 25 pg/mL de BHA e BHT pelo ensaio caroteno-acido-
linoleico. Para os frutos de aroeira esse trabalho é pioneiro no que tange ao método
DPPH.

A partir desse resultado foi avaliado o potencial antioxidante das particdes
aguosa e organica, sendo que a particdo organica apresentou atividade semelhante
ao extrato metandlico nas concentracdes mais altas (atividade superior a 90%), e na
menor concentracdo (10 pg/mL) essa atividade continuou superior a 90 %. Esse
resultado confirma a correlagdo entre o potencial antioxidante dessa particdo e seu
elevado teor de fendis totais (Tabela 14). Juntos, esses resultados confirmam o
sucesso do fracionamento do extrato metandlico, avaliados por cromatografia (CLAE)
(Figura 23), que mostra a concentracdo das substancias de interesse, resultando em
uma atividade superior a 90 % (ECso 0,97 £ 1,6 pug/mL). Esse resultado é superior
aos antioxidantes BHT, apigenina e rutina, mostrando a capacidade sequestrante de
radicais livres, semelhante ao flavonoide quercetina.

A particdo aquosa apresentou boa capacidade de sequestro apenas na maior
concentracdo testada (1000 pg/mL), com atividade superior a 90 % (ECso 127,3 +
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1,14 pg/mL). Na concentracdo de 100 pug/mL, este apresentou perfil semelhante ao
padrdo BHT (52,1 %) e ao flavonoide apigenina (41,3 %), com 44 % de atividade
sequestradora de radicais livres.

A fracdo ST-05 foi a amostra que apresentou menor potencial antioxidante
guando comparada as demais amostras (ECsp 328,1 = 1,12 ug/mL). Ainda assim, na
concentracdo de 1000 pg/mL, este apresentou 60% de sequestro. Porém, nas
demais concentragdes essa atividade ficou abaixo de 25%. Esse resultado difere do
trabalho de Yang e colaboradores (2011), onde foi relatado o potencial antioxidante
da galangina com o ECso de 17,02 £ 0,02 ug/mL, mostrando o potencial antioxidante
desse flavonol. Contudo, esse resultado pode ser explicado visto que na fragdo ST-
05, a galangina ndo estava purificada, o que poderia interferir nesse potencial
antioxidante.

Com relacéo a fracdo ST-06, esta apresentou alto potencial antioxidante nas
concentracbes de 1000 e 100 pg/mL (acima de 90%) (ECso 27,6 = 1,3 pg/mL),
resultado semelhante aos padrbes fendlicos quercetina e rutina e atividade superior
ao BHT e a apigenina.

A amostra isolada acido galico (ST-04) apresentou capacidade de sequestro
acima de 90 % em todas as concentracfes testadas (ECso 0,5 £ 1,8 pg/mL). Dados
que corroboram o potencial jA descrito na literatura para esse acido fendlico
(Bezerra, 2012; Rampazzo et al. 2010).

Esses resultados indicam que o extrato, a particdo, as fracbes e as
substancias isoladas dos frutos de aroeira possuem caracteristicas de doadores de
elétrons, onde estes reagem com os radicais livres, convertendo-os em produtos
mais estaveis e finalizando a acdo do radical em promover espécies reativas e
instaveis eletronicamente. Esses resultados sdo importantes na protecdo do DNA
celular, dos lipidios e das proteinas dos danos dos radicais livres (Bulbul et al. 2011;
Ercisli et al. 2009).

E importante ressaltar que a eficiéncia antioxidante de substancias bioativas
em alimentos de origem vegetal depende de sua estrutura e da sua abundancia no
alimento. Vale ressaltar que a concentracdo destas substancias nos alimentos é

fortemente influenciada por fatores genéticos e condicdes ambientais, aléem do grau
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de maturacado e variedade da planta. Sabe-se, ainda, que a capacidade antioxidante
é influenciada pelo substrato utilizado no ensaio, pelo solvente e pela técnica de
extragdo utilizada, bem como pelo binbmio tempo-temperatura (Naczk e Shahidi,
2004; Moure et al. 2001). Com isso, em grande parte dos trabalhos relatados,
procura-se identificar o principio ativo com atividade antioxidante ou apenas isolar as
fracOes detentoras dessa atividade (Agati et al. 2012; Bulbul et al. 2011).

Deve-se ressaltar que a atribuicdo, algumas vezes, inequivoca de atividade
antioxidante biolégica, mesmo que in vitro ou ex vivo, de substancias isoladas e
identificadas a partir de um extrato ndo € simples, pois diversos fatores devem ser
avaliados. Pode-se ressaltar:

1) A acdo sinérgica dos constituintes supostamente ativos, sua absorcéo pelo
sistema gastrintestinal, velocidade de metabolizacdo e excregdo, possiveis
atividades toxicas colaterais, dose-resposta entre outras;

2) A necessidade de se identificar marcadores em um extrato que ateste a
reprodutibilidade de sua preparacdo e atividade se faz necessaria, uma vez que a
composicdo quimica de qualquer espécie varia segundo muitos fatores como a
variedade da planta, o local de cultivo, a estagdo e a hora de coleta, as
caracteristicas da entomofauna (Oliveira et al. 2009);

3) A presencga de heterosideos, de modo geral na forma de B-glicosideos,
dificiimente sdo computados no conteudo total de fendis, uma vez que nao sao
facilmente extraidos pelos solventes usuais, como acontece com os fendis livres.
(Oliveira et al. 2009; Walle, 2004; Griffiths e Barrow, 1972).

Outra caracteristica que se deve considerar € que neste trabalho foi priorizada
a extracao e o isolamento de moléculas fendlicas, com enfoque sob os flavonoides.
Vérios estudos mostram a relacdo estrutura-atividade dessa classe de compostos e
tém apontado para a importancia do numero e a localizagdo dos grupos OH para a
eficaz atividade sequestradora de radicais livres (Oliveira et al. 2009; Heim et al.
2002; Middleton et al. 2000; Yokozawa et al. 1998).

Apesar de um grande numero de pesquisas consistentes existem evidéncias

gue apoiam que alguns componentes especificos estruturais na atividade
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sequestradora de radical, a correlacéo entre flavonoides e suas estruturas quimicas
permanecem evasivos (Amic et al. 2003; Cotelle, 2001).

De acordo com Rice-Evans e colaboradores (1997), quimicamente, existem
trés caracteristicas que conferem aos flavonoides suas propriedades antioxidantes:

. Os substituintes de hidrogénio (doadores de grupos hidroxila), ligados
as estruturas de anel aromatico de flavonoides, que permitem que estes possam
passar por uma reacao redox que os ajude a varrer os radicais livres mais facilmente;

. Um estavel sistema de localizagcdo, consistindo em anéis aroméaticos e
heterociclicos, bem como multiplas ligacdes insaturadas, que ajudam a estabilizar os
radicais livres;

. A presenca de certos grupos estruturais que sao capazes de formar
complexos quelante de metais que podem regular a producdo de espécies reativas
de oxigénio tais como OH' e O,

Tem sido demonstrado que os flavonoides poli-idroxilados, durante o processo
de sequestro do radical livre pela remocdo do hidrogénio, podem formar
eletronicamente estados excitados capazes de sofrer isomerizacdo rapida a
diferentes formas tautoméricas. Estes tautdmeros podem ser envolvidos em rapidos
estados excitados de transferéncias de prétons e elétrons, e para o equilibrio entre
as formas predominantes poderiam determinar a bioatividade, e as diferencas de
potencial antioxidante dessas moléculas (Mendoza-Wilson et al. 2011).

No trabalho de Ross e Kasum (2002) a propriedade antioxidante dos
flavonoides esta relacionada com sua estrutura, € 0S compostos que se apresentam
hidroxilados, principalmente os grupos 3-OH, 5- OH, 7- OH, 4’-OH e 3’- OH séo os
que apresentam maior propriedade antioxidante. Outro aspecto que intensifica a
atividade antioxidante que esta relacionada a este grupo fendlico € a presenca de
dupla ligacdo entre os carbonos C-2 e C-3 (Harborne e Williams, 2000; Rice-Evans et
al.1996).
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5.4.2 - Método de reducéo do ferro — FRAP

Ensaios in vitro como método de Reducéo do Ferro (FRAP) (Benzie e Strain,
1996), e o sequestro do Radical livre DPPH (1,1 - difenil-2-picrilhidrazil (DPPH)
(Brand-Williams et al. 1995) sdo simples, de baixo custo, de facil interpretacao
(Wootton-Beard e Ryan, 2012). Enquanto a metodologia do FRAP se baseia na
exposicdo ou capacidade de reducao do radical livre (FRAP), o DPPH é uma inibi¢cao
direta deste radical. Além disso, diversas metodologias podem oferecer uma
comparacao e dessa forma, obtendo-se mais informacdes detalhadas sobre essas
amostras e seu potencial antioxidante (Wootton-Beard e Ryan, 2012; Bravo, 1998).

O FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) — Corresponde ao Poder
Antioxidante de Reducédo do Ferro, é utilizado como uma alternativa desenvolvida
para determinar a reducédo do ferro em fluidos biolégicos e solucBes aquosas de
compostos puros. O método pode ser aplicado ndo somente para estudos da
atividade antioxidante em extratos de alimentos e bebidas, mas, também, para o
estudo da eficiéncia antioxidante de substancias puras, com resultados comparaveis
agueles obtidos a partir de outras metodologias mais complexas (Pulido et al. 2000).

Na tabela 17 pode-se observar a atividade antioxidante do extrato metandlico
dos frutos de aroeira, bem como das particdes aquosa e organica, ST-05 e ST-06,
bem como do acido galico (ST-04).

Como pode ser observado pela tabela 17, o acido galico foi a amostra que
conseguiu reduzir a maior quantidade de reducao do Fe*" a Fe?" (650,6 + 0,8 UM de
Trolox/mg) seguida da particdo organica (201,8 + 0,6 uM de Trolox/mg), do Extrato
metandlico (172,4 £ 0,9 uM de Trolox/mg), da Particdo aquosa (160,0 £ 0,4 uM de
Trolox/mg), ST-06 (143,8 = 0,4 uM de Trolox/mg) e por fim ST-05 (72,6 + 1,7 uM de
Trolox/mg).

Quando comparados essa metodologia de reducédo do ferro com o DPPH que
se baseia no sequestro, pode-se observar que as amostras apresentam alta
capacidade antioxidante. O acido galico nas duas metodologias foi o que apresentou
melhor potencial antioxidante (ECso 0,52 £+ 1,83 ug/mL — DPPH e 650,6 + 0,8 uM de
Trolox/mg — FRAP).
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Tabela 17: Atividade antioxidante pelo método FRAP do extrato metandlico, da
particdo aquosa, organica, das fracfes e dos padrdes fendlicos quercetina, rutina e
apigenina.

Amostras Concentragao
(UM de Trolox/mg)

Extrato MeOH 172,4 +0,9
Part. Aquosa 160,0 + 0,4
Part. Orgéanica 201,8+0,6
Acido Galico (ST-04) 650,6 + 0,8
ST-05 72,6 £1,7
ST-06 143,8+ 0,4
Quercetina 407,5+£0,3
Rutina 395,1+0,2
Apigenina 236,4+0,6

*Média + Desvio Padréao (n=3).

Quando comparados com dados de literatura, essa tese de doutorado
encontrou valor superior, visto que no trabalho de Biskup e colaboradores (2013) foi
encontrado uma ECsg de 4,328 uM de Trolox/mg. Esse resultado mostra que medir a
capacidade antioxidante de cada substancia individualmente torna-se muito dificil,
por isso varios métodos tém sido desenvolvidos para estimar o potencial antioxidante
de diferentes amostras e materiais vegetais (Barba et al. 2013; Benmeddour et al.
2013).

Quando comparados o potencial redutor da galangina, flavonol presente na
fragcdo ST-05 com dados de literatura, estes se apresentam de maneira semelhante,
visto que no trabalho de Yang et al.; 2011, n&o foi possivel detectar concentracoes
da galangina pela metodologia do FRAP, enquanto neste trabalho a fracdo ST-05
apresentou o menor potencial redutor do Fe®** em Fe® (72,6 + 1,7 uM de Trolox/mg).

Vale a pena ressaltar as discrepancias entre as metodologias, visto que no
método do DPPH a galangina apresentou excelente resultado no sequestro de
radicais livres e ndo mostrou atividade frente ao poder redutor do FRAP, indicando a

importancia de se testar diversas metodologias (Yang et al. 2011).
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De acordo com Woraratphoka e colaboradores (2012), as propriedades
antioxidantes das moléculas fitoquimicas sdo muito complexas e variam devido as
diferentes metodologias. Quando comparadas as metodologias (DPPH e FRAP) a
Unica diferenga observada quanto a capacidade antioxidante das amostras foi que no
DPPH, a amostra ST-06 apresentou melhor capacidade de sequestro que a particao
aguosa, enquanto que na metodologia do FRAP a particdo aquosa teve poder de
redugdo maior que o ST-06. Esse resultado confirma a importancia de se testar
diversas metodologias para avaliar o potencial antioxidante das amostras.

Estudos relacionam que a elevada concentracdo de moléculas fendlicas
poderia contribuir de forma importante para um alto potencial antioxidante e que
esses compostos podem apresentar maior eliminacédo de radicais livres que alguns
flavonoides (Woraratphoka et al. 2012; Yokozawa et al. 1998). Tal resultado confirma
o alto potencial antioxidante do acido galico ao contrario de ST-05 e ST-06, cujo perfil
guimico apresenta-se caracteristico para substancias, cujo esqueleto é compativel
para os flavonoides. Outra caracteristica do potencial antioxidante é que o0s
compostos fendlicos presentes em extrato, dependem de fatores como a
concentracao e o tipo de aglicona presente. Ainda, a acdo pode existir sob a forma

de sinergismo entre os diferentes compostos (Jardini, 2010; Hassimotto et al. 2002).
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5.5 Atividade Imunofarmacolégica

5.5.1 Atividade do extrato metanolico na inibicdo da producdo de NO por
macrofagos e citotoxicidade

O oxido nitrico (NO) € uma molécula gasosa simples, encontrada no ar
atmosférico em baixas concentracdes, altamente toxica por ser um radical livre, o
gue o torna um agente quimico altamente reativo (Chakraborty et al. 2011; Muzitano,
2006; Bogdan, 2001). A producéo fisiolégica de NO é extremamente importante na
defesa do organismo, porém uma superproducdo deste e de seus metabdlitos tem
implicado no desenvolvimento de diversas patologias, como uma sepsia bacteriana,
bem como uma inflamacdo crénica (Chakraborty et al. 2011; Bogdan, 2001;
Wadsworth e Koop, 2001).

De acordo com Bogdan (2001), quando o Oxido nitrico (NO) entrou
formalmente a cena da imunologia, entre 1985 e 1990, o seu papel no sistema
imunoldgico era simplesmente definido: o NO é um produto de macrofagos ativados
por citocinas, por compostos microbianos ou ambos, é derivado a partir do
aminoécido L-arginina pela atividade enzimatica da iNOS (iNOS ou NOS;) e funciona
in vitro e in vivo como um molécula tumoricida e antimicrobiana. Embora esta
definicdo basica ainda seja aceita, durante os Ultimos anos tem sido reconhecido que
o NO desempenha outros papéis no sistema imune, bem como em outros sistemas
organicos (Shibata et al. 2010).

Um mecanismo de agao proposto para o extrato de Schinus terebinthifolius
baseia-se na sua capacidade em inibir a producdo de oxido nitrico pelos macréfagos.
Os compostos capazes de inibir a producao de NO, pela supresséo da expressao ou
da atividade da iINOS, possuem alto potencial como agentes anti-inflamatérios e
antioxidantes (Hamalainen et al. 2007).

Durante a resposta inflamatoria, os neutréfilos e macrofagos ativados podem
gerar quantidades significativas de ERO’s, e em algumas situacbes espécies reativas
de nitrogénio (ERN’s) (Van Berlo, et al. 2010) . Os neutrofilos ativados produzem
H.,O, via ativacdo da NADPH oxidase (NOX;) (Bosmann e Ward, 2013; Moore e

MacKenzie 2009). Os netrofilos mieloperoxidases geram derivados de H,O, (tais
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como o acido hipocloroso), enquanto que o radical hidroxila (OH), o mais reativo de
todos os radicais de oxigénio, é produzido em uma forma que requer ferro reduzido
(Fe?") (Lipinski, 2011).

Os produtos das espécies reativas de nitrogénio sdo gerados por células
fagociticas e incluem oxido nitrico (NO) e anion peroxinitrito (ONOO), o que pode
reagir com uma variedade de alvos. Esses produtos podem trazer mudancas
quimicas reversiveis ou irreversiveis (oxidacdo, nitrosilagdo e nitrosacdo) em
proteinas, lipidios e DNA, o que resulta em fun¢des bioquimicas diminuidas (Valko,
2007). As ERQO’s e ERN’s podem induzir danos no DNA, levando a sua fragmentacao
(Bosmann e Ward, 2013; Martin, 2008). Em geral, a quantidade excessiva de
Produtos ERO’s e ERN’s que s&o produzidos durante a sepse séo prejudiciais as
células e aos 6rgaos (Bosmann e Ward, 2013).

A influéncia do extrato metandlico, das particbes aquosa e organica na
inibicdo da producédo de 6xido nitrico (NO) em macréfagos RAW 264-7 estimulados
com LPS (1 pg/mL) foi avaliada em quatro diferentes concentragoes, 4, 20, 100 e 500
pg/mL (Figura 54), bem como as amostras ST-05 e ST-06, e as substancias isoladas
acido galico e galangina foram avaliadas em quatro diferentes concentracées, 0,8, 4,
20 e 100 pg/mL (Figura 55).
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Figura 54 - Efeito inibidor do extrato metandlico dos frutos de S. terebinthifolius, bem
como das particbes aquosa e organica em 4, 20, 100 e 500 pg / mL sobre a
producdo de Oxido nitrico por macr6fagos RAW 264.7 estimulados por LPS. A
producdo de NO foi quantificada indiretamente no sobrenadante da cultura como
NO,, pelo método de Griess. Controle positivo- macréfagos estimulados com LPS e
tratados com L-NMMA a 20 pg / mL (inibindo 43,8 £ 3,8 % da producao de NO) (69,4
+ 0.5 pM de NO). Controle Negativo - macrofagos ndo tratados e ndo estimulados
com LPS (inibindo 0,0 £ 3,5 % a producdo de NO — 0,0 £ 0.6 uM de NO). Média
aritmética + desvio padréo (n = 3).

O potencial anti-inflamatério e antioxidante in vitro foi avaliado com base na
utilizacdo etnobotédncia de S. terebinthifolius concentrando em dois aspectos
importantes:

1) a inibicdo da producdo de NO por macrofagos e;

2) a capacidade de sequestro de radicais livres.

A particdo organica apresentou a melhor capacidade em inibir a producéo de
NO quando comparado com o extrato metandlico e a particdo aquosa (Figura 54),
resultado semelhante ao potencial antioxidante avaliado pelas metodologias do
DPPH e FRAP. Sendo que na concentragéo de 100 e 500 pg/mL apresentou inibicao
da producéo de NO superior a 70 % (ICso de 23,2 + 1,2 pg/mL). Na concentracao de
20 pg/mL, a quantidade de NO produzida foi de 39,2 + 1,33 uM (44,47 + 1,88 % de
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inibicdo), mostrando ser tdo ativa em comparacdo com o controle tratado com L-
NMMA a 20 pg/mL (43,8 £ 3,8 % de inibicdo da producdo de NO), indicando um
excelente efeito inibidor na producédo de NO.

Com relagéo ao extrato metandlico, este apresentou boa capacidade de inibir
a producao de NO, visto que na concentracdo de 100 pg/mL a quantidade de NO
produzida foi de 16,5 £ 2,0 yM (ICso de 55,0 = 1,1 pg/mL). J& a particdo aquosa
apresentou inibicdo da producéo de NO na concentracao de 500 pg/mL de 89,9 + 1,7
% de inibicdo. Esses resultados sugerem um potencial anti-inflamatério e
antioxidante dessas amostras.

Com relacdo as amostras purificadas e isoladas dos frutos de aroeira, estas
foram avaliadas em concentracfes mais baixas quando comparado com o extrato e

as particdes devido a sua pureza e sua reduzida quantidade disponivel (Figura 55).
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Figura 55 - Efeito inibidor das amostras isoladas dos frutos de S. terebinthifolius, bem
como das fragbes ST-05 e ST-06 em 0,8; 4; 20 e 100 pg / mL sobre a producéo de
oxido nitrico por macréfagos RAW 264.7 estimulados por LPS. A producgéo de NO foi
quantificada indiretamente no sobrenadante da cultura como NO,, pelo método de
Griess. Controle positivo- macréfagos estimulados com LPS e tratados com L-NMMA a
20 pg / mL (inibindo 43,8 £ 3,8 % da producéao de NO) (69,4 + 0,5 pM de NO). Controle
Negativo - macrofagos néo tratados e nao estimulados com LPS (inibindo 0,0 £ 3,5 % a
producédo de NO — 0,0 £ 0,6 uM de NO). Média aritmética + desvio padréo (n = 3).
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Como podem ser observadas pela figura 55, as fracbes ST-05 e ST-06
apresentaram as melhores inibicdes da producao de NO (ICsp de 20,9 + 1,2 pg/mL e
ICso de 14,2 + 1,2 pg/mL, respectivamente), até mesmo quando comparadas com a
particdo organica. Vale a pena ressaltar que a amostra ST-06 na concentragao de 20
Mg/mL, a quantidade de NO produzida foi de 32,1 + 2,7 uM.

Com relagdo ao flavonoide isolado de S. terebinthifolius, Galangina 7-O-
Ramnopiranosideo, inibiu significativamente a producdo de NO (ICso de 22,5 + 1,6
pg/mL) (Figura 55). Com relacdo ao &cido gdlico, este ndo apresentou boa
capacidade em inibir a producdo de NO por macréfagos visto que até na maior
concentracdo testada (100 pg/mL) a inibicdo da producao de NO foi de 39,9 + 2,3 %.

No trabalho de Raso et al. (2001) foi observado que a aglicona galangina
inibiu a producado de NO em macréfagos J774A.1 na concentracdo de 50 uM. Outros
relatos na literatura mostram o efeito anti-inflamatorio desse flavonol na inibicdo da
atividade da ciclooxigenase (COX) e da lipooxigenase, diminuindo a liberacdo de
prostaglandina e da isoforma indutivel da COX, bem como inibindo a fosfolipase A,
(Kim et al. 2013; Lattig et al. 2007). Nao foram encontrados relatos na literatura para
a Galangina 7-O-Ramnopiranosideo, sendo este trabalho pioneiro sobre a atividade
desse flavonol glicosilado.

No que se refere a citotoxicidade, somente o extrato metanodlico e ST-05
mostraram toxicidade nas maiores concentragdes (500 pg/mL e 100 pg/mL,
respectivamente) acima de 50%. Todas as demais amostras ndo apresentaram
toxidez (Tabela 18).
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Tabela 18: Atividade citotoxica do extrato metandlico, das particbes aquosa e
organica, ST-05 e ST-06, bem como das substancias isoladas a partir de frutos de
Schinus terebinthifolius. A citotoxicidade foi medida pela porcentagem de liberacéo
especifica de lactato desidrogenase (LDH). A liberacéo especifica foi calculada como
a porcentagem de macrofagos tratados com detergente (1% de Triton X-100) como
controle positivo (100% Lise - DO 1,6) e os macrofagos néo tratados como controle
negativo (Lise 0% - DO 0,4). Média Aritmética + desvio padrao (n = 3).

LDH - specific release (% control)

Amostras 08ug/mL 4 pg/mL 20 ug/mL 100 ug/mL 500 pg/mL
Extrato MeOH i 8,7%%0,6  7,7%%0,7  9,0%+L,1 _ 100,0%=1,0
Part. Aquosa i 3.9%+1,7  55%0,8  62%+l5  7,2%13
Part. Organica - 7.0%+1,2  83%15  292%+05  758%=18

Galangina (ST-02)  0,0%0,5  0,0%z1,8 0,5%:1,7 4,0%21,3 -
Ac. galico (ST-04)  5,4%:%1,9 6,6%:z0,3 7,0%+1,3  10,2%:0,9 -
ST-05 2,7%%1,8 6,0%:+1,5 6,0%+1,1  53,1%:%1,1 -
ST-06 4,7%+1,5 9,7%z1,2 8,0%z+1,9  41,8%z1,2 -

Vale a pena ressaltar que na concentracdo de 100 pg/mL, o extrato metandlico
teve sua toxidez diminuida para 9,9% + 1,1 no teste do LDH e 0.0% * 0.51 no ensaio
de MTT, sendo que a inibicdo da producdo de NO manteve-se elevada (Figura 54).
Ressalta-se com esse resultado o potencial na inibicdo de NO do extrato metandlico
e a sua baixa toxidez (ICsp 190,2 + 1,4 pg/mL LDH e 300,1 + 1,6 pg/mL MTT).

Resultado semelhante também pode ser observado para a particdo orgéanica,
visto que apresentou alta inibicdo da producdo de NO (ICsp 23,2 + 1,1 pg/mL), e
através da Figura 56 e Tabela 18, pode-se verificar a baixa toxidez dessa particao
(ICs0 200,7 £ 1,1 pg/mL no LDH e 427,8 + 1,6 pg/mL no MTT).
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Figura 56 - Atividade citotoxica do extrato metandlico e as particbes aquosa e
organica. Macréfagos RAW 264.7 foram estimulados com LPS 1 pug/mL e tratados
com as amostras nas concentragdes de 500, 100, 20 e 4 pg/mL. (A) Os percentuais
de citotoxicidade por LDH foram comparados aos controles negativo: 0,1%=0,5/ D.O.
0,4+0,01 e positivo: 99,9+0,5/ D.O. 1,6+0,03. (B) Percentuais de citotoxicidade por
MTT aos controles negativo: 5,4%z=1,7/ D.O. 0,08+0,02 e positivo: 100,0+0,08/ D.O.
1,26+0,05.
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Com relacao ao flavonol isolado Galangina 7-O-Ramnopiranosideo, este nao
apresentou toxidez (Tabela 18, Figura 57), sendo que até na maior concentracao
avaliada (100 pg/mL), este apresentou uma taxa de liberacdo de LDH de 4,0 + 1,3 %
(ICs0 2427 £ 2,3 pg/mL) e 22,5 =+ 1,6 % de morte celular avaliada por MTT (ICso 466,5
+ 1,7 pg/mL). O mesmo fato se observa para as substancias ST-05 e ST-06, onde
ambas apresentam baixa toxidez (Tabela 18, Figura 57) (ICso 107 + 1,1 pg/mL e
145,2 £ 1,1 pg/mL, respectivamente) e elevada capacidade de inibir a produgéo de
NO (Figura 55).

Com base nesses resultados, é possivel confirmar o potencial inibidor da
producdo de NO por macrofagos dos frutos de aroeira, bem como a baixa toxidez
dessas amostras através dos métodos de liberagdo da enzima citoplasmética LDH e
do sal de tetrazol MTT (Figura 57).
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Figura 57 - Atividade citotoxica do flavonol Galangina 7-O-Ramnopiranosideo, do
acido galico e das substancias ST-05 e ST-06. Macréfagos RAW 264.7 foram
estimulados com LPS 1 pg/mL e tratados com as amostras nas concentracdes de
100, 20, 4 e 0,8 pg/mL. Os percentuais de citotoxicidade por LDH foram comparados
aos controles negativo: 0,1%+0,5/ D.O. 0,4+0,01 e positivo: 99,9+0,5/ D.O. 1,6+0,03.
(B) Percentuais de citotoxicidade por MTT aos controles negativo: 5,4%z+1,7/ D.O.
0,08+0,02 e positivo: 100,0+0,08/ D.O. 1,26+0,05.
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5.5.2- Modulagéo da producéao do fator de necrose tumoral (TNF-a) pelo extrato
metanolico, pelas substancias isoladas e pelas fragc6es dos frutos de aroeira

As respostas inflamatorias e imunoldgicas sdo desencadeadas por estimulos
irritantes e patdgenos invasores. Observa-se inicialmente, a interacdo do patdégeno
com o0 organismo e esta interacdo, leva ao reconhecimento por células
apresentadoras de antigenos (APC), como os macrofagos teciduais e as células
dendriticas. Quando o antigeno € um micro-organismo, este possui componentes
conservados em sua estrutura chamados de padrbes moleculares associados ao
patdogeno (PAMP’s) que sdo essenciais no seu processo de reconhecimento (Correa,
2007; Rang et al. 2004).

Uma vez o antigeno interagindo com as glicoproteinas presentes nos
receptores expressos nas APC, uma série de respostas € iniciada ativando as
principais citocinas pré-inflamatérias imediatas, como o fator de necrose tumoral
(TNF-a) e outras. Essas citocinas aumentam a permeabilidade vascular, permitindo a
exsudacdo de liquido contendo outros mediadores inflamatérios, quimiotaxinas,
expressao de moléculas de adeséo (selectinas e integrinas) e fatores de transcricao
pré-inflamatérios (Range et al. 2004).

Dessa maneira buscou-se verfificar a modulacdo da producédo do fator de
necrose tumoral (TNF-a) pelo extrato metandlico, pela particdo aguosa e organica
(figura 58), bem como as substancias isoladas (Galangina 7-O-Ramnopiranosideo e

acido galico) e as fracdes dos frutos de aroeira, ST-05 e ST-06 (Figura 59).
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Figura 58 - Percentual de citotoxicidade frente ao TNF-a em fibroblastos murinos
L929 através do método de MTT. Macrofagos RAW 264.7 foram estimulados e
tratados com o extrato metandlico e as particdes aquosa e organica selecionadas na
concentracdo de 500, 100, 20 e 4 pg/mL por 24h. O sobrenadante da cultura foi
adicionado a cultura de células L929 previamente plaqueadas por mais 24h.
Avaliacdo da concentracdo de TNF-a no sobrenadante da cultura de fibroblastos
murinos L929 foi comparada a curva padrdo de TNF-a murinho recombinante. Os
percentuais de citotoxicidade por MTT foram comparados aos controles negativo:
1,95 £ 1,9 pg/mL e positivo: 100,0+0,6 pg/mL.
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Figura 59 - Percentual de citotoxicidade frente ao TNF-a em fibroblastos murinos
L929 através do método de MTT. Macréfagos RAW 264.7 foram estimulados e
tratados com as susbtancias isoladas dos frutos de aroeira Galangina 7-O-
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Ramnopiranosideo (ST-02), acido gélico (ST-04) e as fracdes ST-05 e ST-06 na
concentracdo de 100, 20, 4 e 0,8 pg/mL por 24h. O sobrenadante da cultura foi
adicionado a cultura de células L929 previamente plaqueadas por mais 24h.
Avaliacdo da concentracdo de TNF-a no sobrenadante da cultura de fibroblastos
murinos L929 foi comparada a curva padrdo de TNF-a murinho recombinante. Os
percentuais de citotoxicidade por MTT foram comparados aos controles negativo:
1,9 £ 1,9 pg/mL e positivo: 100,0£0,6 pg/mL.

Neste ensaio, foi observada, de forma indireta, a presenca de TNF-a no
sobrenadante da cultura de macréfagos RAW 264.7 estimulados e tratados com o
extrato metandlico, as particbes aquosa e organica nas concentragées de 500, 100,
20 e 4 pg/mL (Figura 58) e para as substancias isoladas Galangina 7-O-
Ramnopiranosideo (ST-02), acido gélico (ST-04) e as fragcbes ST-05 e ST-06 nas
concentracdes de 100, 20, 4 e 0,8 ug/mL (Figura 59). ApGs 24 horas, 0 sobrenadante
da cultura celular foi repassado a cultura de L929 e nesta foi adicionado meio de
cultura acrescido de actinomicina D (2 ug/mL). Pelo fato das células L929 serem
sensiveis a presenca de TNF-a, a quantidade do mesmo no sobrenadante da cultura
esta associada ao indice de morte celular.

Como pode ser observado pela Figura 58, apenas o extrato metandlico e a
fracdo organica na concentracdo de 500 pg/mL inibiram a producdo de TNF-a em
23,8 £ 1,6% e 37,2 £ 0,5%, respectivamente em relacdo ao controle tratado. O ICs
tanto do extrato metandlico quanto da fragéo organica € de 308,9 + 1,3 e 2085+ 1,1
ug/mL.

Com relagédo as substancias isoladas dos frutos de aroeira, Galangina 7-O-
Ramnopiranosideo (ST-02) e o acido galico (ST-04), nenhuma apresentou influéncia
sob o TNF-a, ou seja, os sobrenadantes dessas substancias nao apresentaram
influéncia sobre a producéo dessa citocina. Nos pogos tratados com estas amostras
se observou alto efeito citotdéxico para a L929 provocado pelo TNF-a.. Até mesmo na
maior concentracao testada nao houve diferenca significativa em relacdo ao controle
positivo (ICsp > 500 ug/mL para ambos) (Figura 59).

As fracbes isoladas do extrato metandlico ST-05 e ST-06 apresentaram

atividade moduladora na producdo de TNF-a na concentragdo de 100 ug/mL com
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inibicdo de 11,6 £ 1,8 % e 19,0 + 2,8 %, respectivamente (ICso 62,7£1,8 e 60,7+1,3
ug/mL).

No trabalho de Kim et al. (2013) foi possivel observar o efeito inibitério da
galangina frente as citocinas pré-inflamatorias como TNF-a, IL-6, IL-18 e IL-8 em
células HMC-1, em concentracdes de 0,1 a 10 pg/mL. Tal resultado difere deste
trabalho de doutorado, e tal fato pode-se justifcar devido a diferenca entre as
linhagens celulares, as diferencas entre as metodologias e nesse trabalho foi
verificada a acdo da Galangina 7-O-Ramnopiranosideo.

Sabe-se que a citocina pro-inflamatéria TNF-a produzida pelos macréfagos,
assim como o NO, possui efeitos deletérios quando em altas concentracfes (Balkwill
et al. 2001), e a partir desses resultados, é possivel afirmar que tanto o extrato
metandlico, a fracdo organica, ST-05 e ST-06 possuem capacidade de inibir a
producédo dessa citocina.

Além da inibicdo dessa citocina, também é possivel verificar que o extrato
metandlico, a fracdo organica, Galangina 7-O-Ramnopiranosideo (ST-02), ST-05 e
ST-06 apresentam inibicdo da producdo de NO e baixa citotoxicidade. Esses
resultados sugerem o potencial imunofarmacolégico dessas amostras, bem como
seu alto potencial antioxidante.

Estudos que comprovam tal resultado sdo importantes, visto que diversas
doencas, como infeccdo do trato urinario, tuberculose, malaria, sepse estao
associadas em pacientes e no processo de tumorogénese, onde as altas
concentracbes espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio sdo responsaveis pela
angiogénese, hiperpermeabilidade vascular e consequentemente desenvolvimento
do tumor (Guzik et al. 2003). E interessante notar que alguns fitoquimicos, tais como
flavonoides, acidos fendlicos, alcaloides, esteroides e saponinas foram descritos na
literatura com potencial antioxidante, ou seja, com capacidade de sequestrar ou
neutralizar espécies reativas de oxigénio e/ou nitrogénio. Sendo assim, a esséncia
destes metabolitos secundarios também € essencial para a manutencdo da saude

humana e o controle das doencas cronicas degenerativas (Bulbul et al. 2011).
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5.6 — Atividade Antibacteriana

De acordo com Gonzalez-Lamothe e colaboradores (2009), os produtos do
metabolismo secundario das fontes vegetais podem atuar de duas formas: como
“‘potencializadores de atividade antibacteriana”, favorecendo a atividade de
antibioticos cuja acdo encontra-se limitada por mecanismos de multiresisténcia
desenvolvidos pelos micro-organismos; ou como “atenuantes de viruléncia”,
adequando a resposta do sistema imune do hospedeiro a infec¢do. Sendo assim, a
busca por substancias com atividades antimicrobianas e antioxidantes € uma
prioridade em vista do surgimento de cepas patogénicas resistentes e do aumento
das doencas degenerativas.

E importante ressaltar que esses sdo 0s primeiros ensaios realizados
relacionando a acdo antibacteriana do extrato, a particdo aquosa e organica, as
fracOes e substancias isoladas de aroeira com a sua atividade antioxidante avaliadas
pelo método do DPPH, FRAP e inibicdo da producédo de NO por macréfagos.

Neste experimento foi avaliado o extrato metandlico, a particdo orgéanica, as
fracbes ST-05 e ST-06, bem como as substancias isoladas acido galico (ST-04), e o
flavonol Galangina 7-O-Ramnopiranosideo (ST-02) na inibicdo de Staphylococcus
aureus e Staphylococcus epidermidis. As amostras foram avaliadas quanto a
atividade antibacteriana em diluicdo em meio liquido e foi observada se as mesmas
atingiam a Concentracdo Minima Inibitéria (CMI ou CMlsg), ou seja, se apresentam
um numero de Unidades Formadoras de Colbénias (UFCs) entre trinta e trezentos
(Schortemeyer et al. 1996; Clark, 1965).

Denomina-se Concentragdo Mimina Inibitdria quando a atividade
antimicrobiana de extratos vegetais € avaliada através da determinacdo de uma
pequena quantidade da substancia necessaria para inibir o crescimento do micro-
organismo-teste, de forma que, quanto menor a CMI, maior o potencial
antimicrobiano do extrato e, consequentemente, maior a dificuldade da bactéria em
se desenvolver (Ostrosky et al. 2008).

Todas as amostras citadas acima dos frutos de aroeira foram testadas frente a
inibicdo do crescimento das seguintes cepas de Staphylococcus: Staphylococcus
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aureus ATCC 25923, Staphylococcus aureus ATCC 33591 (MRSA), Staphylococcus
epidermidis ATCC 12228 e Staphylococcus aureus Cepa clinica humana. A tabela 19
mostra as cepas testadas, bem como as concentragbes das amostras para cada

cepa.

Tabela 19: Concentracédo das amostras de acordo com cada cepa bacteriana.

Amostras S. aureus S. aureus S. epidermidis S. aureus
ATCC 25923 ATCC 33591 ATCC 12228 Cepa clinica

(MRSA) humana

Extrato MeOH 2,5 mg/mL 1 mg/mL 3 mg/mL 2 mg/mL

Fracdo Organica 2,5 mg/mL 1 mg/mL 2 mg/mL 2 mg/mL

Galangina (ST-02) N&o inibiu N&o inibiu N&o inibiu N&o inibiu

Acido galico (ST-04)  N&o inibiu N&o inibiu N&o inibiu N&o inibiu

ST-05 2 mg/mL 1,25 mg/mL 2 mg/mL 2 mg/mL

ST-06 1 mg/mL 1 mg/mL 1 mg/mL 1 mg/mL

Vale a pena ressaltar que devido a pouca massa das substancias isoladas
Galangina 7-O-Ramnopiranosideo (ST-02) e acido galico (ST-04), estes foram
avaliados em apenas 1 Unica concentracao (20 mg/mL), e nesta concentracdo houve

inibicdo do crescimento, porém néo atingiu o CMI, como sera mostrado mais a frente.

5.6.1 Staphylococcus aureus ATCC 25923

A primeira cepa bacteriana a ser analisada foi a cepa padrédo Staphylococcus
aureus ATCC 25923. Conforme mostra a Tabela 19, tanto o extrato metandlico dos
frutos de aroeira quanto a particdo organica apresentaram um CMI de 50 mg/mL. Na
Figura 60 e 61 € mostrada em sentido anti-horario, a atividade do controle negativo

(DMSO), no qual o crescimento bacteriano foi de 100%, com crescimento confluente
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na placa de Petri. Em seguida é ilustrado o controle positivo (antibiotico gentamicina),
em que se observa que o crescimento bacteriano foi totalmente inibido (ndo ha UFC
na placa de Petri). Logo abaixo esta representado outro controle sem DMSO, e a
atividade do extrato metandlico dos frutos de aroeira (Figura 60). Na figura a seguir,
observa-se a particdo organica (Figura 61) onde se pode notar que na concentracao
de 2,5 mg/mL ocorreu inibicdo do crescimento de S. aureus tanto para o extrato

metandlico quanto para a particdo organica.

Figura 60 - Atividade antibacteriana do controle negativo (com e sem DMSO), (A e C)
do controle positivo (antibiético gentamicina) (A), e do extrato metandlico (D) frente a
cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923.
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Figura 61 - Atividade antibacteriana do controle negativo (com e sem DMSO) (A e C),
do controle positivo (antibiotico gentamicina) (B), e da particdo organica (D) frente a
cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Com relagéo as fragbes ST-05 e ST-06, estas apresentaram potencial inibidor
de crescimento bacteriano, sendo que ST-05 apresentou inibicdo na concentragéo de
2 mg/mL (Tabela 19) e ST-06 inibicdo na concentracdo de 1 mg/mL (Tabela 19). E
possivel observar pela figura 62 e 66 que tanto ST-05 quanto ST-06 mostraram

significativa inibicdo quando se observa com os controles.
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Figura 62 - Atividade antibacteriana do controle negativo (com e sem DMSO) (A e C),
do controle positivo (antibiotico gentamicina) (B) e da fragdo ST-05 (D) frente a cepa
Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Figura 63: Atividade antibacteriana do controle positivo (antibiotico gentamicina) (A),
do controle negativo (com e sem DMSO) (B e C), e da fracdo ST-06 (D) frente a cepa
Staphylococcus aureus ATCC 25923.
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Com relagcéo as susbtancias isoladas, Galangina 7-O-Ramnopiranosideo (ST-
02) (Figura 64) e o acido gélico (ST-04) (Figura 65) pode-se observar que nao foi
possivel observar a concentragdo minima inibitéria na concentragcéo testada que foi
de 1 mg/mL. Entretanto, € nitida a observagéo da inibicdo do crescimento bacteriano

que o flavonol galangina (ST-02) apresentou frente a essa cepa testada.

ST-02 20.000 ppm

Figura 64 - Atividade antibacteriana do controle positivo (antibiético gentamicina) (A),
do controle negativo (com e sem DMSO) (B e D), e da Galangina 7-O-
Ramnopiranosideo (ST-02) (C) frente a cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923.

O &cido galico ndo apresentou efeito inibitério do crescimento bacteriano, visto
que houve crescimento bacteriano semelhante aos controles com e sem DMSO
(Figura 65).
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Figura 65 - Atividade antibacteriana do controle positivo (antibiético gentamicina) (A),
do controle negativo (com e sem DMSO) (B e D), e do &cido galico (ST-04) (C) frente
a cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923.

5.6.2 Staphylococcus aureus ATCC 33591 (MRSA)

A segunda cepa bacteriana a ser analisada foi a cepa Staphylococcus aureus
ATCC 33591, que € uma cepa resistente ao antibidtico meticilina. Na Figura 66 é
mostrada, em sentido anti-horario, a atividade do controle positivo (antibiético
gentamicina) onde o crescimento bacteriano foi totalmente inibido (ndo ha UFC na
placa de Petri). Em seguida € ilustrado o controle negativo (sem DMSO), no qual o
crescimento bacteriano foi de 100%, preenchendo por inteiro a placa de Petri. Logo
abaixo esta representado a atividade do extrato metandlico dos frutos de aroeira
onde se pode notar que houve uma grande inibicdo no crescimento de bactérias
alcancando a CMI. Ao lado encontra-se a placa com o controle negativo (DMSO), no

qual ocorreu total crescimento bacteriano.
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Figura 66 - Atividade antibacteriana do controle positivo (antibiético gentamicina) (A),
do controle negativo (com e sem DMSO) (B e D), e do extrato metandlico (C) frente a
cepa Staphylococcus aureus ATCC 33591.

Observa-se na tabela 19 que tanto o Extrato metandlico, quanto a particdo
organica (Figura 67) e a fracdo ST-06 (Figura 68) apresentam uma 6tima inibicao do
crescimento das cepas de Staphylococcus aureus ATCC 33591 na concentragao de
1 mg/mL, apresentando quantidades de UFCs dentro da faixa de CMI. A fracdo ST-
05 (Figura 69) apresentou boa capacidade de inibicdo bacteriana, com concentragao
de 1,25 mg/mL.
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Figura 67 - Atividade antibacteriana do controle negativo (com e sem DMSO) (A e B),
do controle positivo (antibiotico gentamicina) (D), e da particdo organica (C) frente a
cepa Staphylococcus aureus ATCC 33591.

&
Controle sem DMSO 4

-~

Gentamicina

Figura 68 - Atividade antibacteriana do controle negativo (com e sem DMSO) (A e B),
do controle positivo (antibiético gentamicina) (D), e da fracdo ST-06 (C) frente a cepa
Staphylococcus aureus ATCC 33591.
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Figura 69 - Atividade antibacteriana do controle negativo (com e sem DMSO) (A e B)
do controle positivo (antibidtico gentamicina) (D), e da fracdo ST-05 (C) frente a cepa
Staphylococcus aureus ATCC 33591.

Com relagcdo ao flavonoide Galangina 7-O-Ramnopiranosideo (ST-02) e ao
acido galico (ST-04), estes apresentaram atividade microbiana semelhante a cepa de
S. aureus 25923, onde para o flavonol Galangina 7-O-Ramnopiranosideo houve uma
inibicdo do crescimento (Figura 70), porém néo alcancando a CMI. E o acido galico

(ST-04) ndo ocorreu inibicdo bacteriana na concentracdo de 1 mg/mL (Figura 71).
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ST-02 20.000 ppm

Figura 70 - Atividade antibacteriana do controle positivo (antibiético gentamicina) (A),
do controle negativo (com e sem DMSO) (B e D), e do flavonol galangina (ST-02) (C)
frente & cepa Staphylococcus aureus ATCC 33591.

Figura 71 - Atividade antibacteriana do controle positivo (antibiético gentamicina) (A),
do controle negativo (com e sem DMSO) (B e D), e do &acido galico (ST-04) (C) frente
a cepa Staphylococcus aureus ATCC 33591.
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5.6.3 Staphylococcus epidermidis ATCC 12228

A proxima cepa bacteriana a ser analisada foi a cepa Staphylococcus
epidermidis ATCC 12228. As bactérias S. epidermidis, assim como as S. aureus, S&0
consideradas um habitante normal da pele e das mucosas de membranas humanas
e de animais, apesar de também causarem infeccdes, principalmente hospitalares
(Carlos et al. 2010; Vuong et al. 2000). Esta espécie apresenta a caracteristica de
formar biofilmes, sendo responsavel, principalmente, por infec¢cdes em pacientes que
fazem uso de material invasivo de plastico (cateter, proteses e sondas). Os biofilmes
dificultam a chegada de drogas antimicrobianas e até mesmo de células fagociticas
ao foco de infeccéo (Vuong et al. 2000).

Na Figura 72 estd apresentada, em sentido anti-horario, a atividade do
controle positivo (antibiético gentamicina) onde o crescimento bacteriano foi
totalmente inibido (ndo ha UFC na placa de Petri). Em seguida € ilustrado o controle
negativo (sem DMSO) no qual houve crescimento bacteriano observado. Logo
abaixo esta representado o outro controle negativo (DMSO) com total crescimento
bacteriano. A seguir observa-se a atividade do extrato metandlico de S.
terebinthifolius onde se pode notar que houve uma inibicdo no crescimento de
bactérias, apesar de mesmo assim terem se desenvolvido UFCs, o que permite dizer

que o extrato metandlico alcangou a CMI na concentragédo de 3 mg/mL (Tabela 19).
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B Controle sem DMSsO

Figura 72 - Atividade antibacteriana do controle positivo (antibiético gentamicina) (A),
do controle negativo (com e sem DMSO) (B e C), e do extrato metandlico (D) frente a
cepa Staphylococcus epidermitis ATCC 12228.

Em seguida (Figura 73) encontra-se a particdo organica que possui uma
atividade bacteriana com concentracdo minima inibitéria menor que o extrato
metandlico (2 mg/mL). Pode-se observar pela Figura 73 que a fragdo organica na
concentracdo de 2 mg/mL, apresentou poucas UFC’s, caracterizando boa

capacidade na inibicdo do crescimento bacteriano.
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Figura 73 - Atividade antibacteriana do controle negativo (com e sem DMSO) (A e C),
do controle positivo (antibidtico gentamicina) (B), e da particdo organica (D) frente a
cepa Staphylococcus epidermitis ATCC 12228.

Com relacdo as fragcbes ST-05 (Figura 74) e ST-06 (Figura 75), estas
apresentaram boa capacidade de inibir o crescimento bacteriano, visto que a
concentracdo minima inibitoria foi de 2 e 1 mg/mL, respectivamente (Tabela 19).

Observa-se tanto pela figura 74 quanto pela figura 75 que ST-05 e ST-06
apresentam significativas UFC’s, porém com crescimento entre 30 e 300 colbnias,

que significa que estd compativel com a concentragcdo minima inibitéria.



134

Figura 74 - Atividade antibacteriana do controle positivo (antibiotico gentamicina) (A),
do controle negativo (com e sem DMSO) (B e C), e da fragdo ST-05 (D) frente a cepa
Staphylococcus epidermitis ATCC 12228.

Figura 75 - Atividade antibacteriana do controle negativo (com e sem DMSO) (A e C),
do controle positivo (antibiético gentamicina) (D), e da fracdo ST-06 (B) frente a cepa
Staphylococcus epidermitis ATCC 12228.
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Com relacdo ao flavonol Galangina 7-O-Ramnopiranosideo (ST-02) (Figura
76) e ao acido galico (ST-04) (Figura 77), o crescimento bacteriano foi total, resultado
esse semelhante ao do controle negativo, ou seja, ndo ocorreu nenhuma inibigéo por

parte dessa fracao.

— —
4 ST-02 20.000 ppm

Figura 76 - Atividade antibacteriana do controle negativo (com e sem DMSO) (A e C),
do controle positivo (antibiético gentamicina) (D), e da Galangina 7-O-

Ramnopiranosideo (ST-02) (B) frente a cepa Staphylococcus epidermitis ATCC
12228.
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Figura 77 - Atividade antibacteriana do controle negativo (com e sem DMSO) (A e C),
do controle positivo (antibiético gentamicina) (D), e do acido gélico (ST-04) (B) frente
a cepa Staphylococcus epidermitis ATCC 12228.

5.6.4 Staphylococcus aureus Cepa clinica humana

A Ultima cepa bacteriana a ser analisada foi a cepa Staphylococcus aureus
Cepa clinica humana que foi isolada de um paciente em um hospital do municipio de
Campos dos Goytacazes - RJ.

Na Figura 78 € mostrada, em sentido anti-horario, a atividade do controle
negativo (DMSOQO), no qual o crescimento bacteriano foi de 100%, preenchendo por
inteiro a placa de Petri. Em seguida € ilustrado o controle positivo (antibiotico
gentamicina), em que o crescimento bacteriano foi totalmente inibido (n&o ha UFC na
placa de Petri). Logo abaixo esta representado o outro controle negativo (sem
DMSO) com total crescimento bacteriano. A seguir, observa-se a atividade do extrato
metandlico obtido a apartir dos frutos de aroeira, e pode-se notar que houve inibicao
no crescimento de bactérias, apesar de se observar o desenvolvimento de UFCs. De
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acordo com a tabela 19 a concentracdo minima inibitoria desse extrato é de 2

mg/mL.

DMSO -

Figura 78 - Atividade antibacteriana do controle negativo (com e sem DMSO) (A e C),
do controle positivo (antibiético gentamicina) (B), e do extrato metandlico (D) frente a
cepa Staphylococcus aureus Cepa clinica humana.

A particdo organica (Figura 79) e ST-05 (Figura 80) também apresentaram
inibicdo do crescimento de Staphylococcus aureus cepa clinica humana na mesma
concentragdo que o extrato metanolico (2 mg/mL), indicando assim ter essa particao
e fracdo uma boa atividade antibacteriana ja que atingiu a CMI. E possivel observar
pelas figuras 79 e 80 que houve quase que completa inibicAo do crescimento
bacteriano pela particdo organica e fracdo ST-05, respectivamente, na concentracéo

de 2 mg/mL.
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Figura 79 - Atividade antibacteriana do controle negativo (com e sem DMSO) (A e C),
do controle positivo (antibiotico gentamicina) (B), e da particdo organica (D) frente a
cepa Staphylococcus aureus Cepa clinica humana.

Figura 80 - Atividade antibacteriana do controle negativo (com e sem DMSO) (A e B),
do controle positivo (antibiético gentamicina) (C), e da fracdo ST-05 (D) frente a cepa
Staphylococcus aureus Cepa clinica humana.
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Ja a fracdo ST-06, mais uma vez apresentou o melhor resultado (Figura 81).
De acordo com a Tabela 19 e como pode ser observado pela figura 81 essa fracao
apresentou boa capacidade inibitéria frente a essa cepa clinica na concentracao de 1
mg/mL. Com base nesse resultado, a fracdo ST-06 apresenta uma boa interferéncia
no crescimento das cepas de Staphylococcus aureus. Com isso, tem-se que para a
bactéria em questdo, a fragcdo que apresentou a melhor atividade antibacteriana foi

ST-06, assim como para as demais cepas aqui testadas.

Cepa Clinica Humana

Figura 81 - Atividade antibacteriana do controle negativo (com e sem DMSO) (A e C),
do controle positivo (antibidtico gentamicina) (B), e da fragdo ST-06 (D) frente a cepa
Staphylococcus aureus Cepa clinica humana.

Com relacdo ao flavonoide isolado dos frutos de aroeira, a Galangina 7-O-
Ramnopiranosideo (ST-02), este apresentou inibicAo microbiana, porém né&o
atingindo sua concentragdo minima inibitéria (Figura 82). Contudo, o acido galico,
também isolado dos frutos de S. terebinthifolius ndo apresentou inibicdo, visto que

houve total crescimento bacteriano (Figura 83).



140

Figura 82 - Atividade antibacteriana do controle positivo (antibiético gentamicina) (A),
do controle negativo (com e sem DMSO) (B e D), e da Galangina 7-O-
Ramnopiranosideo (ST-02) (C) frente a cepa Staphylococcus aureus Cepa clinica
humana.

Figura 83 - Atividade antibacteriana do controle positivo (antibiético gentamicina) (A),
do controle negativo (com e sem DMSO) (B e D), e do &acido galico (ST-04) (C) frente
a cepa Staphylococcus aureus Cepa clinica humana.
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5.6.5 Avaliacdo da inibicdo do crescimento bacteriano frente as diferentes
cepas de Staphylococcus

De acordo com os resultados apresentados nos topicos anteriores sobre a
atividade microbiana, é possivel relacionar quais amostras apresentaram maior ou
menor efeito na inibicdo do crescimento das cepas de Staphylococcus usadas no
presente trabalho (Tabela 19).

Como pode ser observado na tabela 19 para todas as cepas trabalhadas a
fracdo ST-06 apresentou o melhor resultado, com concentracdo de 1 mg/mL.

As amostras menos eficientes foram a Galangina 7-O-Ramnopiranosideo (ST-
02) e o acido galico (ST-04), onde ndo foi possivel observar a concentracdo minima
inibitéria dessas amostras para todas as cepas trabalhadas, visto que devido a pouca
massa resultante do fracionamento, so foi possivel avaliar a atividade microbiana em
apenas uma Unica concentracdo (1 mg/mL). No entanto, € possivel observar que o
flavonol Galangina 7-O-Ramnopiranosideo apresentou inibicdo do crescimento
bacteriano, mas nao foi possivel observar a concentracdo minima inibitoria.

E possivel salientar que o melhor poder inibidor do crescimento bacteriano a
partir dos frutos de aroeira foi com a cepa Staphylococcus aureus ATCC 33591
(MRSA), uma cepa Resistente a meticilina. Staphylococcus aureus (MRSA) foi
detectada pela primeira vez no inicio dos anos 60, logo apds a introducdo da
meticilina para uso clinico (Ugur e Ceylan, 2003).

Alguns trabalhos confirmam a atividade antimicrobiana de extratos obtidos a
partir de Schinus terebenthifolius. Degéaspari, e colaboradores (2005) analisaram a
atividade antimicrobiana de extratos, tanto o aquoso quanto o alcodlico, obtidos a
partir dos frutos de aroeira e o relacionaram com compostos fendlicos presentes
nestas amostras. Esses autores verificaram que o extrato alcodlico apresentou efeito
inibitério sobre o crescimento de Staphylococcus aureus ATCC 6538 e de Bacillus
cereus ATCC 11778, apresentando concentracao significativa da flavona apigenina,
além de acido elagico. Contudo, o extrato aquoso, ndo apresentou efeito inibitério
sob o crescimento dos micro-organismos testados e possuia apenas a flavanona

naringina.
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Lima et al. (2004) verificaram a atividade do extrato aquoso de S.
terebenthifolius contra S. aureus, S. epidermidis e outras bactérias e fungos,
encontrando atividade inibitéria de crescimento dessas bactérias. Os autores
discutem que esta atividade antibacteriana e antifingica esta, possivelmente,
associada a presenca de certos compostos quimicos, em especial de taninos, além
de compostos presentes em menor quantidade, como os alcaloides, esteroides e
chalconas. Outros autores destacam a atividade do extrato etandlico das folhas e
cascas do caule de aroeira frente a S. aureus ATCC 25923 (Lima et al. 2006; Tonial,
2010).

Ha certas contradicbes no espectro de acdo dos extratos descritos na
literatura, porém a atividade antimicrobiana de extratos de Schinus terebenthifolius
Raddi € inquestionavel, visto que j& foi desenvolvido um gel de aroeira especifico
para o tratamento da vaginose bacteriana, o qual teve sua eficacia e seguranca
comprovadas e também apresentou efeitos benéficos sobre a microbiota vaginal
(Amorim e Santos, 2003) e o uso odontoldgico da acdo antimicrobiana da aroeira
também tem sido bastante explorado (Tonial, 2010). Soares et al. (2006) testaram a
susceptibilidade in vitro da tintura de aroeira sobre bactérias bucais (S. aureus ATCC
25923, Streptococcus mutans ATCC 2575, S. sobrinus ATCC 27609, S. mitis ATCC
9811, S. sanguis ATCC 10557 e Lactobacillus casei ATCC 7469) e destacaram a
atividade da aroeira.

Com relacdo ao flavonoide Galangina 7-O-Ramnopiranosideo (ST-02)
diversos trabalhos mostram a atividade antimicrobiana relacionada apenas a sua
aglicona (Cushnie e Lamb, 2005; Cushnie et al. 2003). Mas, ha relatos na literatura
que essas discrepancias nos resultados podem ser devido aos variados ensaios a
ser utilizados (Cushnie e Lamb, 2005; Basile et al. 2000), incluindo a técnica de
diluicdo em &gar, o ensaio de difusdo em disco de papel, o método de difusdo em
poco em agar, a técnica de macrodiluicdo e microdiluicdo em caldo. Em particular, os
ensaios que dependem da diluicdo dos flavonoides nem sempre apresentam um
resultado quantitativo da atividade antibacteriana confidvel, porque um potente
flavonoide pode ter uma baixa taxa de diluicdo no meio de cultura (Cushnie e Lamb,
2005).
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Alguns estudos evidenciam o potencial antimicrobiano e antifingico do acido
galico (Panizzi et al. 2002; Penna et al. 2001). No trabalho de Cardoso (2009) foi
verificado um CMI de 1000 pg/mL para S. aureus 25923. Através da metodologia de
microdiluicdo, Kang et al. (2008) detectaram a atividade antimicrobiana do &cido
gélico contra S. mutans, inibindo a producéo de biofilmes bacterianos na cavidade
oral, porém a mesma atividade néao foi observada para E. coli e S. aureus (Saxena et
al. 1994). No trabalho de Cardoso (2009) por disco-difusédo, nédo foi possivel detectar
a atividade antimicrobiana do acido gélico. Por microdiluicdo, foi possivel detectar
uma reducdo consideravel do crescimento bacteriano de 86,64% para S. aureus,
porém somente na maior concentragao avaliada (1000 ug/mL).

Staphylococcus aureus é a segunda principal causa de bacteremia e a
principal causa de endocardite infecciosa (Salgado-Pabodn et al. 2013; Murdoch et al.
2009; Fowler et al. 2005). Apesar dos avancos meédicos, 0 uso de dispositivos
intravasculares, proteses e alguns procedimentos cirdrgicos, além de uma populacéo
crescente com condicBes precérias, apresentando doencas tais como diabetes
mellitus, doencgas hepéticas, hemodialise renal e doencas imunossupressoras, tém
contribuido para o surto de infecgbes por S. aureus em ambientes de cuidados de
saude e na comunidade (Salgado-Pabon et al. 2013; Fowler et al. 2005). Resultados
de bacteremia por S. aureus, muitas vezes a partir de infeccées da pele, por uso de
cateteres, feridas cirargicas, pneumonia, ou por via intravenosa por uso de drogas,
podendo evoluir de uma bacteremia para a sepse, nota-se uma taxa de mortalidade
de 20 a 40%, (Salgado-Pabon et al. 2013; Park et al. 2012; Fowler et a. 2003).

A sepse é um enorme e dispendioso problema médico enfrentado por todo o
mundo. Na América do Norte, estima-se que sdo mais de 600.000 casos de sepse
por ano, com um taxa de mortalidade que varia entre 30% e 50% (Bosmann e Ward,
2013; Martin et al. 2003). Atualmente, ndo ha intervencdes terapéuticas especificas
que sao aprovadas pela FDA (Food and Drug Administration) para o tratamento da
sepse. Sendo assim, é de extrema importancia a busca por alimentos e compostos
que possuam potencial para reduzir o crescimento bacteriano e as inflamagdes

recorrentes do sistema imune para elimina-lo (Bosmann e Ward, 2013).



144

E importante para o término da inflamac&o que, depois que os neutrdfilos
tenham desempenhado as suas fun¢des, como a fagocitose de particulas estranhas
e/ou eliminar as bactérias, que rapidamente sofram apoptose e sejam entao
fagocitados pelos macrofagos (Kurosaka, et al. 2003). Se este mecanismo falha, os
neutrofilos e os macrofagos podem produzir uma quantidade excessiva de radicais
superéxido e de nitrogénio como o Oxido nitrico no local da inflamacdo, o que
causaria danos nos tecidos. Ou entdo, eles poderiam submeter a uma apoptose
tardia para induzir a uma outra resposta inflamatoéria, isto é, se tornando um ciclo
vicioso. Além disso, a excessiva producdo de citocinas pro-inflamatérias como o
TNF-a apos a indugdo de necrose ou ao fracasso da remocgao de células em
apoptose, poderia provocar uma inflamacéao cronica (Shibata et al. 2010; Fadok et al.
2001) .

Sendo assim, compostos que consigam inibir a producdo de NO, por inibir a
expressao ou a atividade da iNOS, ou sequestrando esse radical livre possuem alto
potencial como agentes anti-inflamatorios e antioxidantes (Hamalainen et al. 2007),
bem como bactericidas (Bosmann e Ward, 2013).

Esta tese de doutorado objetivou relacionar essas atividades e pode-se
concluir que tanto o extrato metandlico dos frutos de aroeira, quanto a particao
organica e a fracdo ST-06, obtiveram uma alta capacidade de sequestro de radicais
livres pelo método do DPPH (em torno de 90 % de sequestro) e pela reducéo do Fe**
a Fe®" 201,8 + 0,6 uM de Trolox/mg, para a particdo organica, de 172,4 + 0,9 uM de
Trolox/mg para o Extrato metandlico e 143,8 £ 0,4 uM de Trolox/mg para a fracédo
ST-06. Esses resultados mostram o alto potencial antioxidante dessas amostras e
que poderiam justificar a elevada inibicdo da producdo de NO por macrofagos e
atividade microbiana dos frutos de aroeira.

Mas, o acido galico, foi a amostra que apresentou melhor atividade
antioxidante pelos dois métodos utilizados, sendo o ECsy 0,52 £ 1,83 % para o
método do DPPH e 650,6 + 0,8 uM de Trolox/mg para o método do FRAP e nao
apresentou inibicdo da producdo de NO e nem inibicdo do crescimento bacteriano.
Esse resultado sugere que outros mecanismos além das propriedades antioxidantes

podem estar relacionados com as atividades anti-inflamatorias e antimicrobianas.
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Com base nestas observacoes, é de suma importancia o descobrimento de
substancias quimicas presentes em fontes vegetais que possam apresentar tanto
atividades antioxidantes quanto antimicrobiana e anti-inflamatérias. Assim, essas
substancias seriam uma excelente alternativa para o desenvolvimento de alimentos

funcionais.
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6. CONCLUSAO

Neste trabalho se avaliou o perfil quimico dos frutos de aroeira (Schinus
terebinthifolius Raddi), a medida da quantificacdo da atividade antioxidante, sua
capacidade de inibir a producao de 6xido nitrico (NO) por macrofagos e a capacidade
das amostras em inibir o crescimento de cepas bacterianas de espécies de
Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis, o que em tese pode justificar
seu uso popular como anti-inflamatorio e um possivel alimento funcional.

Para a obtencdo do extrato bruto, os frutos de aroeira foram submetidos a
extragdo exaustiva com metanol. Os fracionamentos cromatograficos foram utilizados
com o intuito de se obter as substancias purificadas e para o conhecimento do perfil
qguimico do extrato. Apdés a purificacdo das substancias isoladas, estas foram
enviadas ao RMN para sua elucidacdo estrutural, tendo como isolamento e
identificacdo o flavonol Galangina 7-O-Ramnopiranosideo (ST-02), o acido galico
(ST-04) e a galangina (ST-5-1).

Com relacdo ao teor de fendis totais, € possivel concluir que houve
concentracdo das moléculas de interesse (substancias fendlicas) no processo de
fracionamento do extrato metandlico, visto que a particdo organica apresentou 1,4 +
0,5 mg/mL, seguido do extrato metandlico (0,66 + 1,0 mg/mL) e da particdo aquosa
com 0,27+ 1,2 mg/mL de fendis totais.

O extrato, a particdo aquosa e organica, as fracbes ST-05 e ST-06, as

substéancias isoladas e os padrées quimicos foram avaliados quanto a sua atividade
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antioxidante por diferentes métodos. Tanto o extrato metandlico, a particdo organica
e a fragdo ST-06, obtiveram uma alta capacidade de sequestro de radicais livres pelo
método do DPPH (em torno de 90 % de sequestro) e pela reducdo do Fe** a Fe?*
201,8 £ 0,6 pM de Trolox/mg, para a particdo organica, de 172,4 + 0,9 uM de
Trolox/mg para o Extrato metandlico e 143,8 = 0,4 uM de Trolox/mg para a fracéo
ST-06. Com relacdo as substancias isoladas, o acido galico, foi a amostra que
apresentou melhor atividade antioxidante pelos dois métodos utilizados, sendo o
ECs0 0,52 + 1,83 % para o método do DPPH e 650,6 + 0,8 uM de Trolox/mg para o
método do FRAP. N&o foi possivel realizar os ensaios com as demais substancias
isoladas devido a pouca massa.

melhor capacidade de inibicAo quando comparado com o extrato metandlico e a
particdo aquosa, resultado semelhante ao potencial antioxidante avaliado pelas
metodologias do DPPH e FRAP. E possivel observar que até na concentracdo de 20
pMg/mL, a quantidade de NO produzida foi de 39,2 = 1,33 uM (44,47 + 1,88 % de
inibicdo), mostrando ser tdo ativa em comparagdo com o controle tratado com L-
NMMA a 20 pg/mL (43,8 £ 3,8 % de inibicdo da producdo de NO), indicando um
excelente efeito inibidor na producdo de NO. Com relacdo as fracdes ST-05 e ST-06,
estas apresentaram as melhores inibicdes da producdo de NO (ICso de 20,90 + 1,20
ug/mL e ICso de 14,20 + 1,16 pg/mL, respectivamente), até mesmo quando
comparadas com a particdo organica. Vale a pena ressaltar que a amostra ST-06 na
concentracédo de 20 pg/mL, a quantidade de NO produzida foi de 32,1 + 2,7 yM. O
flavonoide isolado de S. terebinthifolius, Galangina 7-O-Ramnopiranosideo, inibiu
significativamente a producdo de NO (ICso de 22,47 £+ 1,61 pg/mL). Com relagéo ao
acido gélico, este ndo apresentou boa capacidade em inibir a producdo de NO por
macréfagos, visto que até na maior concentracdo testada (100 pg/mL) a inibicdo da
producdo de NO foi de 39,9 + 2,3 %. No que se refere a citotoxicidade, somente 0
extrato metandlico e ST-05 mostraram toxicidade nas maiores concentracdes (500
png/mL e 100 pg/mL, respectivamente) acima de 50%. Todas as demais amostras nao

apresentaram toxidez.



148

Com relacao a atividade antimicrobiana, é possivel concluir que para todas as
cepas trabalhadas de Staphylocccus a fracdo ST-06 apresentou o melhor resultado,
com concentragdo de 1 mg/mL. As amostras menos eficientes foram a Galangina 7-
O-Ramnopiranosideo (ST-02) e o acido gélico (ST-04), onde nédo foi possivel
observar a concentracdo minima inibitéria dessas amostras para todas as cepas
trabalhadas, visto que devido a pouca massa resultante do fracionamento, so foi
possivel avaliar a atividade microbiana em apenas uma Unica concentragdo (1
mg/mL). Mas, é possivel observar que o flavonol Galangina 7-O-Ramnopiranosideo
apresentou inibicdo do crescimento bacteriano, porém néo foi possivel observar a
concentracdo minima inibitoria.

Todos os resultados obtidos neste trabalho mostram o alto potencial
antioxidante dessas amostras e que poderiam justificar a elevada inibicdo da
producdo de NO por macroéfagos e atividade microbiana dos frutos de aroeira. Mas, o
acido galico apresentou melhor atividade antioxidante pelos dois métodos utilizados,
e nao apresentou inibicdo da producdo de NO e nem inibicdo do crescimento
bacteriano. Esse resultado sugere que outros mecanismos além das propriedades
antioxidantes podem estar relacionados com as atividades anti-inflamatérias e
antimicrobianas. Com base nestas observacfes, é de suma importancia o
descobrimento de substancias quimicas presentes em fontes vegetais que possam
apresentar tanto atividades antioxidantes quanto antimicrobiana e anti-inflamatorias.
Assim, essas substancias seriam uma excelente alternativa para o desenvolvimento

de alimentos funcionais.
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