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RESUMO

BERNARDES, N.R. MSc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro; Fevereiro de 2010; Estudo da Composicdo Quimica e dos Efeitos
Imunofarmacolégicos do Extrato dos Frutos da Aroeira (Schinus terebinthifolius
Raddi); Professora Orientadora: Daniela Barros de Oliveira, D.Sc.; Co-Orientadora:
Michelle Fraz&do Muzitano. D.Sc.; Banca Avaliadora: Zenildo Buarque de Morais
Filho, D.Sc.; Milton Masahiko Kanashiro, D.Sc.; Karla Silva Ferreira, D.Sc.

Este trabalho foi realizado no Laboratério de Tecnologia de Alimentos do Centro de
Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias, em conjunto com o Laboratorio 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 o perfil quimico das cascas dos frutos de aroeira, Schinus
terebinthifolius Raddi (Anacardiaceae), a avaliagdo da atividade antioxidante, e a
capacidade de inibir a producao de 6xido nitrico (NO) por macréfagos, o que em tese
pode justificar seu uso popular como anti-inflamatorio e um possivel alimento
funcional. Para a obtencdo do extrato bruto, as cascas dos frutos de aroeira foram
separadas das sementes e submetidas a extracdo exaustiva (maceracdo estatica)
com metanol. Os fracionamentos cromatograficos foram realizados com o intuito de

se obter uma substancia purificada. O conhecimento do perfil quimico do extrato nos
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conduziu a quantificacdo de rutina e quercetina (baixos teores) e, a outros trés
flavondides com picos nos tempos de retencdo entre 25 a 30 minutos foram
detectados. A partir da purificacdo do extrato, obteve-se uma substancia isolada (ST-
1), esta foi enviada ao RMN para sua elucidacéo estrutural, que a partir de dados
espectroscopicos a apigenina foi identificada. O extrato, conjuntos, ST-1 e padrdes
guimicos foram avaliados quanto sua atividade antioxidante, onde em uma escala de
capacidade de sequestro de radicais livres, a sequéncia seria: Extrato metandlico >
A3 > A2 > ST-1. A partir de analises de taninos e fendis totais das cascas e dos
frutos de aroeira, ndo foram detectados taninos hidrolisaveis, e os teores de taninos
condensados e fendis totais apresentam baixas concentracbes, ou seja, a
capacidade antioxidante do extrato e conjuntos da aroeira ndo estao relacionados a
esses fatores somente. O extrato, ST-1 e o conjunto A3 que apresentou melhor
atividade antioxidante foram submetidos a andlise imunofarmacoldgica, este
apresentou capacidade inibitéria de produ¢cdo de NO (0,0 + 1,0 uM, para a
concentragdo de 500 ug/mL, e na concentragdo de 20 pg/mL a quantidade de NO
produzida foi 2,3 + 1,5 yM). A substancia ST-1 apresentou inibicdo da producéao de
NO até mesmo na concentragao de 0,8 ug/mL. Com relagdo ao mecanismo de agao,
se pode observar que tanto o extrato, quanto o conjunto A3 sequestram de forma
significativa o NO formado (5,7 £ 5,1 uM; 0,0 £ 4,7 pM, respectivamente). Apos os
macréfagos terem sido estimulados pela presenca do LPS por 12 horas, se pode
notar que o efeito inibitorio da producéo de NO foi verificado no extrato e no conjunto
(10,0 £ 4,4 uM; 0,0 = 2,0 uM respectivamente). Com estes resultados, ainda ndo é
possivel definir qual o0 mecanismo de agcédo do extrato e do conjunto, mas pode-se
afirmar que as amostras da aroeira ndo atuam unicamente através da inibicdo da
expresséo da iNOS, podendo estar envolvidos também na inibicdo da sua atividade,
e também no sequestro do NO formado, possuindo um alto potencial como agente
anti-inflamatoério. Sendo assim, este trabalho permitiu conhecer quimicamente as
cascas dos frutos da aroeira até entdo nunca estudadas e avaliar sua atividade anti-
oxidante e imunofarmacoldgica, contribuindo para a compreensao cientifica do seu

uso popular como anti-inflamatario.
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Abstract

Bernardes, N.R. MSc., Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro,
February 2010; Study of Chemical Composition and the Effects of
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Advisor: Daniela Barros de Oliveira, D.Sc.; Co-Advisor: Michelle Frazdo Muzitano,
D.Sc. Banking Appraiser: Zenildo Buarque de Morais Filho, D.Sc.; Masahiko Milton
Kanashiro, D.Sc.; Karla Silva Ferreira, D.Sc.

This work was conducted at the Laboratério de Tecnologia de Alimentos, Centro de
Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias in conjunction with the Laboratério de Biologia
do Reconhecer, Centro de Biociéncias e Biotecnologia of the Universidade Estadual
do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, Campos dos Goytacazes, RJ. The objectives of
this study were to evaluate the chemical profile of the fruit's bark of the tree Schinus
terebinthifolius Raddi (Anacardiaceae), to verify the antioxidant activity and the ability
to inhibit production of nitric oxide (NO) by macrophages, which in theory could justify
its use popular as a possible anti-inflammatory and functional food. To obtain the
crude extract, the peels of the fruits of Schinus were separated from seeds and
subjected to exhaustive extraction with methanol. The chromatographic separation
was performed in order to obtain a purified substance. The study of the chemical
profile of the extract resulted in the identification of rutin and quercetin (low amounts),

and other three flavonoids with peaks of retention times between 25 and 30 minutes.
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After purification of the extract, we obtained a pure compound (ST-1), this was sent to
NMR structural elucidation, which from spectroscopic data apigenin was identified.
The extract, fractions, ST-1 and chemical standards were evaluated for their
antioxidant activity, which on a scale of sequestration capacity of free radicals, the
sequence would be: methanol extract> A3> A2> ST-1. From analysis of total phenols
and tannins from the fruits’ barks of Schinus were not detected hydrolysable tannins,
and total tannins and phenols were detected at low concentrations, then, the
antioxidant extract of pepper tree and sets are not related to these factors only. The
extract, ST-1 and the fraction that showed the greatest antioxidant activity were
analyzed Immunopharmacologicaly, it showed inhibitory effect on NO production (0.0
1+ 1.0 uM for the concentration of 500 ug/mL, and the concentration of 20 ug/mL the
amount of NO produced was 2.3 + 1.5 yM). The substance ST-1 showed inhibition of
NO production even at a concentration of 0.8 pg/mL. Regarding the mechanism of
action, we can see that both the extract, and the fraction A3 kidnap a significant NO
amount (5.7 £ 5.1 uM, 0.0 £ 4.7 pM, respectively). After the macrophages stimulation
by LPS for 12 hours, it can be seen that the inhibitory effect of NO production was
observed in the extract and the fraction (10.0 £ 4.4 yM, 0.0 £ 2.0 uM respectively).
With these results, it is not possible to define the mechanism of action of the Schinus
samples but it could be concluded that it is not only due to the inhibition of the INOS
expression, other mechanisms likeinhibition of INOS activity, and also sequester of
the NO released could be envolved. The present study afforded new information
about the chemical profile of S. terebinthifolius fruits and about their anti-oxidant and
immunopharmacological profile, contributing to the understanding of the medicinal

popular usage as anti-inflammatory.



1. INTRODUCAO

A utilizagdo dos vegetais como fonte de alimentos e produtos terapéuticos
acompanha a histéria da humanidade e, apesar do enorme desenvolvimento da
sintese quimica atualmente, boa parte das drogas prescritas no mundo sdo de
origem vegetal (Balunas e Kinghorn, 2005; Newman et al., 2003).

A espécie Schinus terebinthfolius 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 sédo utilizados como
condimento e suas cascas, folhas e frutos possuem propriedades medicinais como
adstringente, antidiarréica, anti-inflamatéria, depurativa, diurética, febrifuga e
antioxidante (Ceruks, et al., 2007; Degaspari, et al., 2005).

Muitas patologias além da aterosclerose, de problemas pulmonares,
processos inflamatérios e outras doencas degenerativas como o cancer, podem ser
agravadas pela formagcao de radicais livres e ainda promoverem lesdes teciduais,
como as cardiopatias, por originarem a oxidacdo (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 ativacdo de glébulos brancos como neutrofilos, mondcitos,
macréfagos, eosinodfilos, entre outros. E como fatores extrinsecos, a formacdo a
partir do oxigénio e seus derivados, dos radicais alcoxi e perdxido, do ozénio, de

metais de transicdo (Shami e Moreira, 2004).



Os principais radicais livres observados sdo superoxido (Oze-), a hidroxila
(OHe), o oxido nitrico (NO+) e o dioxido de nitrogénio (NO,¢). Destes, o radical
hidroxila € o mais reativo na inducéo de lesdes nas moléculas celulares e o peroxido
de hidrogénio, apesar de ndo ser considerado uma potente espécie reativa de
oxigénio, é capaz de atravessar a membrana nuclear e induzir danos na molécula de
DNA (Anderson, 2000).

Assim, é comum a utilizacdo de antioxidantes que podem ser exdgenos ou
enddgenos. Os antioxidantes exdgenos sao capazes de neutralizar radicais livres. As
substancias fendlicas e dentre elas principalmente os &cidos fendlicos e os
flavondides (moléculas polares), ou ainda as substancias apolares como o0s
carotendides, sdo exemplos de substancias antioxidantes (Bertoldi, 2006; Temple,
2000). No caso dos agentes enddgenos, citam-se as enzimas superoxido-dismutase,
glutationa-peroxidase e catalases (Shami e Moreira, 2004).

A busca de novos agentes antioxidantes a partir de fontes vegetais utilizadas
na alimentacdo humana e na medicina popular contra inflamacdes e infeccbes pode
levar a moléculas naturais com alto potencial anti-inflamatério in vitro e in vivo. Estas
substancias poderiam justificar o uso popular de tais espécies vegetais como anti-
inflamatorio (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 2009).

Relacionadas aos frutos da aroeira (parte comestivel), poucas as pesquisas
sdo observadas (Web of Science e Science Direct, 1980 a 2009). Dessa forma, o
enfoque principal deste estudo estd baseado na avaliagdo da atividade antioxidante,
e na capacidade de inibir a producédo de oxido nitrico (NO) por macréfagos a partir do
extrato das cascas dos frutos, o que em tese pode justificar seu uso popular como

anti-inflamatério e um possivel alimento funcional.



2. OBJETIVOS

2.1 — Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho é ampliar o conhecimento quimico e biolégico a
cerca das cascas dos frutos de Schinus terebinthifolius Raddi, para a utilizacdo do

mesmo como alimento funcional.

2.2 Objetivos Especificos
» Avaliar o perfil quimico do extrato metandlico das cascas dos frutos da
aroeira por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE);
= Avaliar o teor de quercetina e rutina no extrato metanolico por CLAE;
= Avaliar a atividade antioxidante do extrato e fragbes a partir das cascas dos
frutos;
= Determinar os teores de taninos e fendis totais do extrato.
» |solar e Identificar o pigmento responsavel pela atividade biolégica dos frutos
através de técnicas cromatograficas e espectroscoépicas;
= Avaliar a atividade anti-inflamatdria, através da capacidade do extrato e das
fracGes em inibir a producao de NO;
= Avaliar a capacidade de sequestro de NO a partir do doador de éxido nitrico,
nitroprussiato de saodio.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Alimentos Funcionais

O termo “alimento funcional” foi utilizado pela primeira vez no Japao, em 1985,
onde industrias passaram a fortificar alimentos com ingredientes especificos,
diferenciando-os com relacdo aos beneficios oferecidos a saude, quando
comparados aos alimentos nas formas tradicionais. A auséncia de uma legislacao
que padronizasse mundialmente o termo fez com que surgissem Varias
denominagdes, como nutracéuticos, e alimentos medicinais (Moraes, 2007).

Assim, os alimentos funcionais sao definidos como alimentos que possuem
qualquer substancia ou componente que proporcione beneficios para a saude,
inclusive a prevencdo e o tratamento de doencas. Os exemplos de alimentos
funcionais citados pelo International Food Information Council Foundation (IFIC),
orgao que trabalha com questbes de comunicacdo envolvendo consumidores e
nutricdo nos Estados Unidos séo: frutas, hortalicas, gréaos, alimentos fortificados e
também alguns suplementos alimentares (IFIC, 2006).

Sendo assim, as frutas e as hortalicas vém sendo estimuladas desde a
década de 80 para consumo na populacdo mundial (Singh et al., 2003), por
apresentarem substancias que estdo relacionadas aos efeitos metabdlitos ou

fisiologicos no organismo humano, além de estarem vinculadas a atividade



antioxidante (sequestro dos radicais livres), como as substancias fendlicas (Wach et
al., 2007).

A utilizacdo de plantas como fonte de produtos terapéuticos acompanha a
histéria da humanidade e, apesar do enorme desenvolvimento da sintese quimica
atualmente, boa parte das drogas prescrita no mundo € de origem vegetal (Figura 1).
Embora exista um grande potencial na biodiversidade brasileira, sdo poucos 0s
grupos trabalhando na area de caracterizacdo de pigmentos, que fazem parte do
metabolismo das plantas, a partir de frutos no nosso pais.

M Sintese quimica
B Produtos naturais 20%

Mimetizando produtos
naturais

Figura 1: A utilizacdo de plantas como fonte de produtos terapéuticos. (Campos,
2008)

O metabolismo das plantas é dividido em metabolismo primario e secundario,
mas, na realidade, ndo existe uma divisdo exata entre os dois tipos. Admite-se,
porém, que os lipidios, as proteinas, os carboidratos e os acidos nucléicos, que sao
comuns aos Sseres Vivos e essenciais para a manutencao das células, sdo originados
do metabolismo primario. E as substancias originadas a partir de rotas biossintéticas
diversas, sao produtos do metabolismo secundario (Campos, 2008).

Durante muito tempo, os metabdlitos secundarios foram considerados como
produtos de excrecdo do vegetal, com estruturas quimicas e, algumas vezes,
propriedades bioldgicas interessantes. Entretanto, ja foram reconhecidas varias
funcdes atribuidas a essa classe de metabdlitos (Campos, 2008). Atualmente, dentre
0s metabdlitos secundarios mais estudados na pesquisa cientifica estdo os
flavonodides, que constituem grupos de pigmentos vegetais com ampla distribuicdo na
natureza, e relacionadas a uma gama variada de atividades bioldgicas e dentre elas,

se destaca a atividade antioxidante e anti-inflamatoéria (Campos, 2008).



3.2 - Formacéao dos radicais livres (RL) 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
(Schneider e Oliveira, 2004; Young e Woodside, 2001). Essa configuracédo faz dos
radicais livres moléculas altamente instaveis, com meia-vida curtissima e
guimicamente muito reativas.

Os danos oxidativos induzidos nas células e tecidos tém sido relacionados
com varias doencas, incluindo doencas degenerativas, tais como as cardiopatias,
aterosclerose e problemas pulmonares. Os danos no DNA também desempenham
um papel importante nos processos de mutagénese e carcinogénese (Mariod, et al.;
2009; Shami e Moreira, 2004).

A oxidacgdo nos sistemas biolégicos ocorre devido a acdo dos radicais livres no
organismo. Elas podem ser geradas por fontes enddégenas, que se originam de
processos bioldgicos que ocorrem no organismo como: reducdo de flavinas e tiois;
resultado da atividade de oxidases, cicloxigenases, lipoxigenases, desidrogenases e
peroxidases ou fontes exdgenas como tabaco, poluicdo do ar, solventes organicos,
anestésicos, pesticidas e radiacdes (Soares, 2002).

Espécies reativas de oxigénio (ROS) 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 o0 custo energético, desintoxicacdo, sinalizacdo quimica, e
funcdo imunologica (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 o risco de mais de
trinta diferentes doencas (Ali, et al., 2008). Nos processos biolégicos ha formagéo de
uma variedade de radicais livres (Soares, 2002; Erenel et al., 1993), mas para essa
dissertacdo serdo utilizados radicais do oxigénio como o ion superéxido (O,-) e do

nitrogénio como o 6xido nitrico (NO) (sera discutida no item 3.3).



O radical superoxido (O,7) é gerado pela reacdo entre moléculas de
substancias que participam da cadeia de transporte de elétrons na mitocéndria e no
reticulo endoplasmatico com o oxigénio, em decorréncia do metabolismo aerdbico.
As células fagocitarias produzem superéxido como parte do mecanismo de defesa
imunologica para eliminar microorganismos patogénicos; nas doencas inflamatorias
cronicas esta producdo torna-se excessiva, provocando lesdes nos tecidos (Mariod,
2009; Degaspari, 2004; Scheneider e Oliveira, 2004).

Se 0 O, é parcialmente reduzido pela recepcéo de dois elétrons, o produto € o
peréxido de hidrogénio (H.O,) (Reacdo 1); se receber apenas um elétron, o produto
sera o radical superéxido (O,-) (Reacao 2).

Reacéao 1: . .

20, +2H" — H,0,

Reacao 2: 0, +e — O,

O H;0; e 0 Oy~ sdo extremamente toxicos e sua toxicidade se deve, em
grande parte, a conversdao em radical hidroxila (OH"). Radicais livres como OH"
causam quebra e modificacbes nas bases de DNA levando a alteracdes na
expressao genética, mutacdo e apoptose celular, alteracdes de cadeias protéicas e
peroxidacdo lipidica. A peroxidacdo lipidica produzida nas paredes do endotélio
vascular contribui para a aterosclerose, risco de acidente vascular cerebral e infarto
do miocardio (Halliwell, 2009; Degaspari, 2004; Scheneider e Oliveira, 2004).

Para tanto é comum o uso de substancias antioxidantes que, quando
presentes em concentracdes ideais em relacdo aos substratos oxidaveis, inibem ou
atrasam significativamente os processos oxidativos (Ali, et al., 2008; Vicentino e
Menezes, 2007).

Estes podem ser naturais ou artificiais, 0 primeiro grupo encontram-se
principalmente em plantas na forma de compostos fendlicos (flavonoides, acidos e
alcoois, estilbenos, tocoferdis, tocotriendis), acido ascoérbico e carotendides. Para o
grupo dos antioxidante artificiais podem ser citados butil-hidroxi-tolueno (BHT), butil-
hidroxi-anisol (BHA) (Mariod, et al.; 2009; Ali, et al.; 2008; Fang e Liu, 2002).



3.3 Imunofarmocologia

As fontes vegetais produzem um vasto numero de substéncias que possuem
vérias atividades bioldgicas, incluindo propriedades imunomoduladoras e atividade
antioxidante (Carlos, et al., 2005; Lelpo et al., 2000).

De acordo com Murakami e Ohigashi (2007), os macrofagos sao as primeiras
células a participar da resposta imunoldgica e podem ser ativados por uma variedade
de estimulos. Sua principal funcdo inclui a fagocitose de particulas estranhas, a
apresentacdo de antigenos, a producdo de citocinas e de espécies reativas de
oxigénio (H20,) e nitrogénio (NO).

O radical livre 6xido nitrico (NO) é um gés formado na atmosfera durante
tempestade com raios. E também formado numa reacdo catalisada por enzimas
entre 0 oxigénio molecular e L-arginina em mamiferos, assim como em espécies
mais primitivas (Rang, et al., 2001). 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 téxico entre as células (Coleman, 2001; Rang,
et al., 2001).

O NO também tem um importante papel no sistema imunoldgico. Ele esta
envolvido na patogenia e controle de doengas infecciosas, tumores, processos auto-
imunes e doencas degenerativas cronicas (Bogdan, 2001).

Além disso, essa molécula também faz parte do arsenal de primeira defesa do
organismo com poder microbicida. Assim, estd demonstrada sua acao

antibacteriana, antiviral e antiparasitaria (Coleman, 2001).



3.3.1- Sintese de NO

A sintese do NO é intermediada por um grupo de enzimas chamadas de éxido
nitrico sintases (NOS) a partir do aminoécido L-arginina. Oxido nitrico sintase (NOS)
€ uma enzima que catalisa a conversdo de L-arginina em L-citrulina com formacé&o
estequiométrica de O6xido nitrico (NO), um radical gasoso (Chae et al.; 2009;
Murakami e Ohigashi 2007).

Tais sintases catalisam a oxidacdo de uma molécula de L-arginina pelo
oxigénio molecular obtendo como produto final L-citrulina e uma molécula de NO
(Vieira, 2007; Guzik, et al., 2003). Nesta reacdo a L-arginina é transformada em um
intermediario, a NG-hidroxi-L-arginina com a presenca de nicotinamida-adenina-
dinucleotideo-fosfato-reduzida (NADPH) e Ca®* sendo necessario mais NADPH e
(O,) para a formacao de L-citrulina e NO (Vieira, 2007).

A NOS é uma proteina dimérica e o0 mondmero de suas isoformas possui
massa molecular que varia de 135 a 164 kDa (Cerqueira e Yoshida, 2002; Rang, et
al., 2001). NOS estéa classificado em subfamilias de acordo com a localizacdo da
expressdo no corpo e forma de expressdo, ou seja, constitutiva ou induzida
(Murakami e Ohigashi 2007).

NOS constitutiva (cNOS) € detectada no tecido neuronal (nNOS) e vasculares,
e nas células endoteliais (eNOS), enquanto NOS induzida (INOS) é expressa em
uma variedade de tipos de células incluindo macrofagos, células da microglia,
queratindcitos, hepatdécitos, astrocitos e do endotélio vascular e células epiteliais, em
circunstancias normais e condi¢cdes patologicas. Com estimulos pro-inflamatoérios e
infecciosos, a proteina INOS é altamente induzida a produzir NO em um intervalo
micromolar, ao passo que a geracdo de NO a partir de enzimas nNOS e eNOS é
constante e dentro do intervalo nanomolar (Murakami e Ohigashi 2007).

As duas cNOS sao classificadas como calcio-dependentes, pois necessitam
de Ca?* para sua ativacdo, ou seja, é necessaria determinada concentracdo de
Ca?" intracelular para existir a atividade enzimatica, caso ocorra queda no nivel de

7

Ca?" as enzimas tornam-se inativas. JA4 a iINOS é classificada como célcio-
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independente, pois sua ativacdo n&o é regulada pela presenca de Ca®* (Viera, 2007;
Guix et al., 2005; Rang, et al., 2001).

Em processos infecciosos, células ativadas como macrofagos, neutrofilos e
células endoteliais secretam simultaneamente NO e intermediarios reativos do
oxigénio, e a acao citotoxica indireta do NO consiste, principalmente, na sua reacao
com esses intermediarios do oxigénio (Dusse et al., 2003). Na célula-alvo, o NO
combina-se com grupos metais de enzimas responsaveis pela sintese de DNA e pelo
ciclo respiratorio, levando a morte celular (Vieira, 2007).

O NO é uma molécula efetora bactericida do sistema imune inato podendo
inibir a sintese do DNA da bactéria através da inibicdo da ribonucleotidio redutase
bacteriana (Vieira, 2007). O NO produzido pela INOS também tem importante funcao
na inibicdo da replicacdo de uma variedade de virus (Herpesvirus, Picornavirus e
Coronavirus) sendo as proteases virais 0 alvo do NO.

A producdo de NO aumenta durante a inflamacdo e exerce efeitos pro-
inflamatérios e regulatérios. Resultados experimentais mostram que compostos
capazes de inibir a producédo de NO, por inibir a expressao ou a atividade da iNOS,
possuem alto potencial como agentes anti-inflamatérios (Hamalainen et al., 2007).

INOS ¢é altamente expressa em macrofagos ativados com LPS
(Lipopolissacarideo) ou citocinas e desempenha um papel no desenvolvimento e
manutenc¢ao da inflamacao e dor. Assim, a producao de NO pela INOS pode refletir o
grau de inflamacéo e fornecer um padrdo para avaliar o efeito das drogas sobre a
resposta no processo inflamatério (Chae, et al., 2009; Murakami e Ohigashi 2007).

Alguns estudos relacionados a atividade inibidora de NO por produtos naturais
com propriedades anti-inflamatorias tém sido relatados na literatura, como é o caso
do estudo da flavona wagonina e quercetina e sua capacidade de inibir a producao
de NO e a expressédo da enzima iNOS (Huang et al., 2007; Garcia-Mediavilla et al.;
2006).
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3.4 — Flavonoides

Os flavonoides despertam interesse de uma gama de estudiosos por sua
quimica, ocorréncia, distribuicdo natural e fungbes bioldgicas (Harborne e Mabry,
1982).

Dentro do subgrupo de flavondis e flavonas, o flavonol quercetina € o
composto mais frequente em alimentos. Também se destacam a miricetina e o
kaempferol, e entre as flavonas encontram-se a apigenina e a luteolina. O ch& verde
(Camellia sinensis) e a cebola sdo as principais fontes alimentares de flavonoéis e
flavonas. A quercetina é o flavondide mais abundante presente nas cebolas,
enquanto que o cha contém notaveis concentracdes de ambos os flavondides
quercetina e kaempferol (Lolito e Frei, 2006; Moon, et al., 2006; Ross e Kasum,
2003).

Os flavondides sdo pigmentos vegetais e foram identificados pela primeira vez
em 1930, pelo Dr. Szent Gyorgy, a partir da casca do limdo, onde foi extraida a
citrina, uma substancia que possuia certa capacidade de regulacdo da
permeabilidade dos capilares. Este trabalho foi publicado em 1936 por Rusznyak e

Szent-Gyorgyi (Ross e Kasum, 2003).

3.4.1- Biossintese

Os flavondides, junto com os isoprendides e alcalbides, compreendem as trés
maiores classes de metabdlitos secundarios, sdo Unicos nos vegetais e sao parte
essencial na adaptacdo a vida num ambiente adverso e inconstante (Ribani, 2006;
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 néao
fotossintéticos relacionados a via dos fenil propandéides contendo o esqueleto C6-C3
(fenil propano), derivados do acido cinamico, sintetizado a partir do acido chiquimico
(Ribani, 2006).
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O esqueleto carbbdnico dos flavonodides resulta de rotas biossintéticas mistas
(Figura 2): a do acido chiquimico e a do acetato via acido mevaldnico (Harborne,
1994). A chalcona sintase é a enzima que cataliza a formacdo da chalcona
intermediaria basica C15, da qual todos os flavonoides sdo formados, pela
condensacao de trés moléculas de malonil-CoA com uma molécula de 4-coumaroil-
CoA, (C6-C3). O substrato éster da CoA do acido cinamico vem da fenilalanina. A
fenilalanina amonio liase canaliza o esqueleto C6-C3 da fenilalanina via o &cido
trans-cinamico pelo metabolismo de fenilpropandides. A introducdo da funcao hidréxi
na posicdo 4 do acido trans-cindmico é catalizada pela cinamato 4-hidroxilase,
fornecendo o 4-coumarato. O acido hidroxi-cinamico é ativado para futuras reacoes,
pela formacdo de um éster da CoA (4-coumaroil-CoA), substrato preferido pela
chalcona sintase. O segundo substrato da chalcona sintase, o malonil-CoA, é
sintetizado a partir da acetil-CoA e CO,. Através de subsequentes hidroxilacdes e
reducdes, os vegetais sintetizam as diferentes classes dos flavondides (Ribani, 2006;

Forkmann e Martens, 2001).

Carboidratos

l |

ViaChiquimica 3 AcetilCoA
l oH oH \L v
o | 1 Il _~CooH
Fenilalanina ———> _— _— 3 ZHC\
H H H
T\ ﬁ ﬁ COSCoA
Ho\ﬁ/CH HO\ﬁ/CH S CDA\ /CH
? v
Acido Cinamico Acido Cumérico 4-Coumaroil -CoA Malonil - CoA

oH
Ho E OH @

o+ °  (Fonte: Ribani, 2006)

2,4, 6, 4-Tetrahidroxichalcona
Figura 2: Biossintese geral dos flavonoides, ilustrando as etapas da formacdo da
chalcona intermediaria basica C15, da qual todos flavondides sdo formados. As
enzimas sao: I-Fenil amonia liase; IlI-Cinamato 4-hidroxilase; Ill-4-coumarato:CoA

ligase; IV- Acetil-CoA carboxilase; V-Chalcona sintase.



13

3.4.2 Propriedades Quimicas:

Os flavondides sédo acidos fracos e, como sdo compostos polares ou
moderadamente polares, sdo soluveis em etanol, metanol e butanol e combinacdes
destes solventes com agua. Podem sofrer degradagdo em meio alcalino na presenca
de oxigénio. Apresentam intensa absor¢cdo no UV, aproximadamente em 350 nm
devido a presenca de ligacbes duplas conjugadas com o0s anéis aromaticos
(Harborne, 1994).

Podem-se encontrar flavondides em diversas formas estruturais, entretanto, a
maioria dos representantes dessa classe possui 15 atomos de carbono em seu
nacleo fundamental arranjados na configuracdo C6- C3- C6 (Figura 3). Os
flavondides consistem de dois anéis benzénicos (A e B), que sdo conectados por um
anel de trés carbonos contendo oxigénio (anel C). O anel C pode ter forma ciclica
pirandica (nucleo flavonoide basico) ou ainda conter um grupo carbonila na posic¢ao 4
(Otaki, et al., 2009; Pozzi, 2007; Ribani, 2006). A figura 3 mostra a estrutura dos
flavondides e sua numeracdo para distinguir a;' posicdo dos carbonos ao redor da

molécula.

Figura 3: Nucleo fundamental dos flavonoéides e sua numeracéo.

A variacao estrutural no anel C subdivide os flavonoides em seis principais
sub-classes como ilustrado na figura 4: flavonois (p.ex., quercetina, kaempferol,
miricetina), contendo uma hidroxila na posi¢ao 3 e carbonila na posicao 4 do anel C;
flavonas (p.ex., luteolina, apigenina), contendo apenas carbonila na posi¢do 4;
flavandis (p.ex. catequina) contendo apenas a hidroxila no C-3, porém sem a dupla
ligacdo entre os C-2 e C-3; flavanonas contendo apenas a carbonila no C-4, também
sem a dupla ligacdo entre os C-2 e C-3; antocianidinas (p.ex., cianidina,
pelargonidina) apenas contendo a hidroxila no C-3; isoflavonas (p.ex., genisteina,
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daidzeina) em que o anel B esta localizado na posicdo C-3 do anel C (Otaki, et al.,
2009; Ribani, 2006; Ross e Kasum, 2002; Harborne, 1994). Mais de 5000 subclasses

dos flavonodides foram identificadas em 1990 (Ross e Kasum, 2002).

laeb)

2)

1-a Flavonois

R, R>
Quercetina OH OH
Kaempferol OH H

1-b Flavonas

R, R,
Luteolina H OH
Apigenina H H
2) Flavanois
Ry
Catequina OH

3) Antocianidina

R:

Cianidina OH

Malvidina OCHgs

OH

OH

Rs
OH
OH

HCH;
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4) 4) Flavanonas
R1 R R
Hesperetina H OH OCHjs
Naringenina H H OH
5) 5) Isoflavonas
R, R2
Daidzeina H H
Genisteina OH H
Gliciteina H OCH3

Figura 4 - Algumas subclasses de flavonoides.

A estrutura e a funcdo dos flavondides variam de acordo com sua substitui¢ao,
como a glicosilacédo, esterificacdo, amidacado, hidroxilacdo, entre outros (Harborne,
1994).

Sdo encontrados em plantas principalmente na forma conjugada, como
glicosidios, pelo menos 8 monossacarideos diferentes ou combinagdes desses (di ou
trissacarideos) podem ligar-se aos diferentes grupos hidroxilas da aglicona,
resultando no grande numero de flavonéides conhecidos (Ross e Kasum, 2002;
Harborne, 1994).

De acordo com Campos (2008), diversas funcbes sé&o atribuidas aos
flavondides nas plantas, dentre as quais podemos citar, protecdo dos vegetais contra
a incidéncia de raios ultravioleta (UV) e visivel, além de protecdo contra insetos,
fungos, virus e bactérias, atracdo de animais com finalidade de polinizacao, controle

da acdo de hormdnios vegetais, inibidores de enzimas. Os efeitos bioquimicos e
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farmacoldgicos dos flavonoides sdo muito vastos, dentre eles destacam-se acbes
como sequestro de radicais livres (antioxidantes), anti-inflamatérias, anti-hepatoxica,
antialérgica, antitumoral, antiparasitaria, antimicrobiana, fungistatica, antiviroticos,

entre outros (Huang, et al., 2007, Muzitano, et al., 2006).

3.5- Escolha do material vegetal

A espécie Schinus terebinthifolius Raddi, popularmente conhecida como
aroeira, € uma espécie nativa da flora brasileira e faz parte da diversidade da regiao
de Campos dos Goytacazes (Carvalho, et al., 2006). Seus frutos séo utilizados como
condimentos na culinaria, e popularmente é empregada como anti-inflamatoria e
antifebrifuga, porém sdo poucos os trabalhos acerca deste fruto na literatura. Por
esta razéo, essa fonte vegetal foi escolhida para um estudo da composi¢do, quanto

aos compostos fendlicos atrelados a atividade biologica.

3.5.1- Descri¢éo 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 distribuicdo tropical e subtropical (Souza e Lorenzi, 2005).

Schinus terebinthifolius Raddi € 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, florida holly, false pepper, entre outros.

A aroeira € uma arvore de médio porte. Atinge a altura de 5 a 10 metros. Suas
folnas s&o verde-escuras, compostas, oblongas a elipticas e com nervura
proeminentes na parte de cima do limbo.

Os frutos (Figura 5) séo do tipo drupa e tém coloracao verde no inicio e depois

se tornam vermelhos. A casca é vermelha, seca e envolve a Unica semente, que é
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Gnica, marrom escura e mede cerca de 0,3 milimetros de diametro (Degaspari, et al.,
2004)

Figura 5: Os frutos de Schinus terebinthifolius.

Este fruto insere-se entre as muitas especiarias existentes e que sdo utilizadas
para acrescentar sabor e refinamento aos pratos da culindria mundial. O seu sabor
suave e levemente picante, como sua bonita aparéncia, de uso decorativo, permite o
seu emprego podendo ser utilizada na forma de grédos inteiros ou moidos. No
entanto, a aroeira € especialmente apropriada para a confec¢cdo de molhos que
acompanham as carnes brancas, de aves e peixes, por ndo abafar o seu gosto suitil,

e também salames, chocolate e massas (Degaspari, et al., 2004).

3.6 Principais constituintes quimicos da familia Anacardiaceae

A familia anarcadiaceae é quimicamente caracterizada pela presenca de
compostos fendlicos incluindo flavonéides (Di Stasi e Hiruna-Lima, 2002; Schimidt et
al., 1998); sendo o acido anacardico (Cx;H3,03) (Figura 6), normalmente presente
nos frutos, o que torna a presenca dessa substancia uma caracteristica marcante

das espécies dessa familia (Di Stasi e Hiruna-Lima, 2002).

OH

COOH

(CH3)7R
Figura 6: Estrutura quimica do &cido anacérdico.
(Fonte: Di Stasi & Hiruna-Lima, 2002)
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3.6.1 Géneros mais representativos da familia Anacardiaceae

Do ponto de vista quimico, os géneros mais estudados nesta familia sdo Rhus
(Toxicodendron), Mangifera, Schinus, Anacardium, Spondias, Lannea, Semecarpus,
Pistacia, Lithraea, Tapirira e Melanorrhoea (Correia, et al., 2006). Cerca de 25% dos
géneros dessa familia sdo populares por possuirem espécies reconhecidas como
toxicas e causadoras de dermatite de contato severa. De modo geral, as espécies
venenosas desta familia estdo restritas aos géneros Anacardium, Rhus e
Semecarpus (Correia, et al., 2006).

Nesta revisdo bibliogréfica, as substancias fendlicas receberam destaque, de
acordo com o perfil do trabalho, com énfase nos flavonéides, que foram isolados a
partir dos géneros mais pesquisados no Brasil na familia Anacardiaceae.

Para o maior género da familia anacardiaceae, Rhus, destacam-se o0s
biflavonéides  hinokiflavona, amentoflavona, agathisflavona, robustaflavona,
rhusflavanona, succedaneaflavanona e rhusflavona (Correia, et al., 2006). Todos
com atividade biolégica importante, como inibicdo da enzima trancriptase reversa
(HIV-1-RT), que atua na replicacdo do virus HIV. Outras atividades sdo antimaléarica
(Ahamed, et al., 2001), antiviral (Zembower, et al., 1998) e citotoxica (Lin, et al.,
1989).

De acordo com Correia e colaboradores (2006), para o género Mangifera
destacam-se os flavondides catequina e epi-catequina, além de acido hidroxi-
benzéico, galatos de alquila, ésteres do acido benzéico, todos com comprovada
atividade antioxidante.

Para o género Anacardium, onde seu representante mais conhecido € o caju,
destacam-se 0s acidos anacardicos, juntamente com os alquilresorcindis. Entre as
atividades biolégicas citam-se a atividade antitumoral, antiacne, antibacteriana,
moluscocida e antifungica (Correia, et al.; 2006). Dos flavonodides isolados a partir

deste género, destacam-se a quercetina, mirecetina e o Kaempferol.
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Os diidroflavonois 4' 7-di-O-methildihidroquercetina, 4'7-di-O-
methildihidrokaempferol, 3',5-diidroxi-4',7-dimethoxidihidroflavonol foram isolados a
partir do género Lannea (Islam e Tahara, 2000).

De acordo com Kawashty e colaboradores (2000) para o género Pistacia
destacam-se os flavondides cianidina-3-galactosideo, dihidroquercetina, taxifolina,
distilina, fisetina e naringenina, kaempferol-3-glucosideo, quercetina-3-glucosideo,
quercetina-3-galactosideo,  quercetina-3-rutinosideo,  quercetina-7-galactosideo,
apigenina-6,8-di-C-glicosideo, miricetina-3-glicosideo, miricetina-3-galactosideo e
miricetina-3-rutinosideo.

A partir do género Tapirira foram isolados terpenos, ferulatos e derivados de
alquil e os flavonéides kaempferol 3-a-raminosideo, kaempferol 3-a-
arabinofuranosideo e quercetina 3-a- raminosideo também conhecida como
quercetrina.

Para género Semecarpus, os flavonoides 3,4,2,4-tetrahidroxichalcona e 7,3,4-
triildroxiflavona apresentam efeitos anti-inflamatorios in vivo (Selvam, et al., 2004).

De acordo com Njoku e Akumefula (2007) para o género Spondias, destacam-
se os altos teores de alcalbides, flavonoides, taninos e saponinas. Os estudos acerca
deste género se concentram principalmente em nivel de caule, onde é produzida
uma goma clara muito solivel em &gua que € rico em polissacarideos (Njoku e
Akumefula, 2007).

A partir do género Lithraea, as substancias isoladas foram os catecois 3-
Pentadecenil, 3-heptadecdienil, 3-heptadecenil e 3-pentadecil, bem como os
resorcindis (Z,Z)-5-(trideca-4,7-dienil), (2)-5-(trideca-4-enil), (Z,Z,2)-5-(trideca-4,7,10-
trienil) e (Z,Z,E)-5-(trideca-4,7,10-trienil) (Araujo, et al., 2006).

Para o género Melanorrhoea, os flavondides e as substancias fendlicas ainda
nao foram isolados (Science direct, 1980 a 2009).

Relacionada ao género Schinus, que compreende cerca de 40 espécies,
dentre elas, se encontra a espécie Schinus terebinthifolius, escolhida para compor

essa dissertacdo de mestrado, alguns flavonoides foram identificados.



20

Quanto a espécie Schinus lencifolius estudos indicaram a presenca do
flavonoide (Figura 7) quercetina e do acido galico (Viana, et al.,1995).

Estudos relacionados a constituicdo quimica da espécie Schinus molle L.
permitiram isolar os flavonoides quercetina, isoquercitrina 6"-O-p-hidroxibenzoato e
2"-O-a-L-ramnopiranosil-hisperina 6"-O-galato, o esteréide a-amirina, o &acido 3-
epiisomasticadiendlico e um éster 13a,140,17a,20S,24Z-3-oxalanosta-8,24-dien-26-
metil-ester (Figura 8) (Marzouk et al., 2006; Viana et al., 1995).

Para a espécie Schinus polygamus foram extraidos o B- sitosterol, o acido
chiquimico e a quercetina, e esta ultima que justifica as atividades anti-inflamatorias,

analgésica e antimicrobiana para a espécie (Figura 9) (Erazo, et al., 2006).

(o] OH

HO OH

OH

(B)
(Fonte: Viana, et al., 1995)

Figura 7: Estrutura quimica das substancias isoladas de Schinus lencifolius. (A)

guercetina e (B) acido galico.
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(F)

(Fonte: Marzouk, et al., 2006)

Figura 8: Algumas estruturas quimicas das substancias isoladas de Schinus molle.
(A) quercetina, (B) Iisoquercitrina 6"-O-p-hidroxibenzoato, (C) 2"-O-a-L-
ramnopiranosil-hisperina 6"-O-galato, (D) a-amirina, (E) acido 3-
epiisomasticadiendlico e (F) 13a,143,17a,20S,24Z-3-oxalanosta-8,24-dien-26-metil-

ester.
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CO,H

"
o - OH

Ol

H

(B)

(Fonte: Erazo, et al.; 2006)

Figura 9: Estrutura quimica das substancias isoladas de Schinus polygamus. (A) B-

Sitosterol e (B) acido chiquimico

Estudos quimicos e biologicos efetuados a partir de espécies do género
Schinus descrevem a ocorréncia de terpendides, acidos graxos e flavondides em S.
terebinthifolius.

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

Dentre os terpendides, dois triterpenos isolados 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 acido masticadiendico e 2
representa o alcool schinol, sua estrutura molecular esta esquematizado na figura 10.

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

CO,H

(Fonte: Jain, et al., 1995)

Figura 10: Estrutura molecular do 4cido masticadiendico e do alcool schinol.
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De acordo com o trabalho de Degaspari e colaboradores (2005), os frutos da
aroeira-vermelha apresentam baixo teor de compostos fendlicos, quando
comparados a outros vegetais.

O extrato alcodlico apresentou concentragdo significativa da flavona
apigenina, além de &cido elagico. Ja na amostra obtida a partir do extrato aquoso, foi
avaliada baixa concentracdo da flavanona naringina (figura 11) (Degaspari, et al.;
2005).

(o]

OH
HO, o
oH
HO o
‘ oH

o

OH [e]
OH o

Narin Acido Elagico
. aringina
Apigenina (Fonte: Degéspari, et al., 2005)

Figura 11: Estrutura quimica dos constituintes caracterizados 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 amostras de
Oleos presentes nas folhas frescas, folhas frescas em floracéo e nos frutos verdes se
observa a predominancia dos mesmos constituintes quimicos, destacando-se o0s
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-o-
murolol  (9,89%), ©&-cadineno (15,48%) e «a-cadinol (20,60%), a maioria
sesquiterpenos.

A amostra de Oleo presente nos frutos maduros e na amostra de Oleo
comercial, destacam-se os compostos a-pineno (18,82%), B-pineno (5,02%), a-
felandreno (23,55%), ©-3-careno (29,22%), B-felandreno (18,08%) e germacreno-D
(11,89%), a maioria monoterpenos.
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A partir das folhas de S. terebinthifolius, Viana, et al., (1995) relataram a

deteccdo dos

flavonoéides

amentoflavona,

tetrahidroamentoflavona, 2,3-

dihidroamentoflavona, dos esterdides schinol, simiarinol e 3-sitosterol, além do acido

masticadiendico e do alcool de cadeia longa cardanol (Figura 12).

OH

| OH OH

Amentoflavona

NS
o

Terebintona

CO,H

Acido Masticadiendico

Figura 12: Estrutura quimica

terebinthifolius.
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OH o

2,3-Dihidroamentoflavona

Simiarinol
CH3(CH2)sCH=CH(CH,)- —Q
OH
Cardanol

(Fonte: Viana, et al.,1995)

das substancias isoladas das folhas de Schinus

No trabalho de Ceruks e colaboradores (2007), a partir das folhas de Schinus

terebinthifolius, foram isolados a partir da fragdo 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 13.
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5 R=H: R'= OH

1R=Et

4R =Me

(Fonte: Ceruks, et al., 2007)

Figura 13: 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

gélico (Figura 14) com potencial alelopético.

o] OH

HO OH

OH

(Fonte: Santos, 2009)

Figura 14: Estrutura quimica do acido gélico isolado das folhas de aroeira.

Portanto, nesta revisdo bibliografica foram verificadas a ocorréncia de 36
flavondides isolados a partir da familia Anacardiaceae, e outras substancias com
diversas atividades biolégicas.

A tabela 1 destaca os flavonodides isolados a partir da familia Anacardiaceae,

ressaltando que o flavonoide quercetina foi isolado em cinco dos onze géneros mais
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representativos desta familia no Brasil, seguido pelo flavonol kaempferol, cujo
esqueleto da aglicona se encontra a partir de quatro dos onze géneros (Figura 15).

O flavondide mirecetina, se destaca em trés géneros da familia
Anacardiaceae, este fato corrobora com O Prey e colaboradores (2003) que relatam
gue entre os flavonoides da dieta humana, a quercetina representa cerca de 60% do
consumo total dos flavondides, o kaempferol, a apigenina, a luteolina e os derivados
de miricetina compreendem apenas os outros 40 %.

Todos os demais flavondides identificados contribuem com apenas uma ou
duas citacbes em cada género.

Os géneros Lithaea, e Melanorrhoea nao foram encontrados essa classe de
substancias. Para o género Spondias, foi detectado apenas um Unico registro sobre
altos teores de flavonoides.

O género Pistacia é aquele que apresenta o maior nimero de contribuicbes
sobre a ocorréncia dos flavonéides (15), seguido de Schinus com 11 citacBes para
essa classe de substéncias.

R,

R, 0
R3
OH

OH (6]
Ri1 R> R3 R4
Quercetina OH OH H OH
Kaempferol H OH H OH
Mirecetina OH OH OH OH

Figura 15: O esqueleto das trés agliconas de maior destaque na familia

Anacardiaceae.



Tabela 1: Ocorréncia dos flavonéides na familia Anacardiaceae por género botanico
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Rhus Mangifera  Anacardium Lannea Pistacia Tapirira Semecarpus Schinus
o . . 4'7-di-O- o . kaempferol 3-a- 3,4,2,4- )
Hinokiflavona Catequina Quercetina o ) cianidina-3-galactosideo o ) . Quercetina
methildihidroquercetina raminosideo tetrahidroxichalcona
Epi- ] ) 4'7-di-O- . ) kaempferol 3-a- . ) isoquercitrina 6"-O-p-
Amentoflavona ) Mirecetina o Dihidroquercetina ) 3 7,3,4-triidroxiflavona ) )
catequina methildihidrokaempferol arabinofuranosideo hidroxibenzoato
) 2"-0-0-L-
. 4'7-di-O- . ) . )
Agathisflavona Kaempferol o Taxifolina Quercetrina ramnopiranosil-
methildihidrokaempferol ) .
hisperina 6"-O-galato
Robustaflavona Distilina apigenina
Rhusflavanona Fisetina naringina
Succedanea Naringenina amentoflavona
Rhusflavona kaempferol-3-glucosideo tetrahidroamentoflavona

quercetina-3-glucosideo

guercetina-3-galactosideo
guercetina-3-rutinosideo
guercetina-7-galactosideo

apigenina-6,8-di-C-
glicosideo

miricetina-3-glicosideo
miricetina-3-galactosideo

miricetina-3-rutiinoideo

2,3-
dihidroamentoflavona

miricetrina
quercitrina

mirecitina
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Para este trabalho de dissertacdo de mestrado, que versa sob a espécie
Schinus terebinthifolius, foram encontrados nove relatos sobre o isolamento
dos flavondides a partir das folhas, sendo que dois destes possuem esqueleto
compativel com a quercetina. Com relagdo aos frutos, apenas dois flavonoides
foram identificados (naringina e apigenina) (Degaspari, et al., 2005), o que faz
desta parte da planta alvo de pesquisas.

A figura 16 exemplifica 0 quao representativo sdo os flavondides nesta
familia, género e espécie. Mostrando que os flavondides presentes nos frutos
de Schinus terebinthifolius correspondem a apenas 3% de todas as pesquisas
com este enfoque para a familia Anacardiaceae, refletindo a importancia deste
estudo para os frutos de aroeira ainda tdo pouco explorados sob o ponto de
vista quimico e biolégico.

Vale a pena ressaltar que a quercetina € o flavondide mais abundante
nesta familia, uma vez que foram isolados e identificados oito esqueletos
compativeis com esta aglicona a partir dos géneros Anacardium, Pistacia e

Schinus.

3%

W Anacardiaceae

B Schinus

Folhas de Schinus terebinthifolius

m Frutos de Schinus terebinthifolius

Figura 16: Representacdo esquematica dos flavondides presentes na familia

Anacardiaceae, no género Schinus e na espécie Schinus terebinthifolius.
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3.7 Propriedades medicinais

3.7.1 Propriedades medicinais dos frutos de Schinus terebinthifolius

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 séo conhecidos como pimenta rosa.

Em 1999 foi langada no Brasil uma preparagao farmacéutica em gel
contendo extrato de aroeira. Utilizado no tratamento da vaginose bacteriana
apresentou taxa de cura de 84% para o grupo dos tratados com o gel, contra
47,8% para o grupo do placebo (Amorim e Santos, 2003).

Com relacdo a sua acdo antimicrobiana, observou-se que o extrato
alcoolico apresentou efeito inibitério frente as cepas de Staphylococcus aureus
ATCC 6538 e do Bacillus cereus ATCC 11778. O extrato aquoso nhao
apresentou efeito inibitério aos microrganismos testados (Degéaspari, et al.,
2005).

3.7.2 Propriedades medicinais das folhas de Schinus terebinthifolius

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

De acordo com Martinez, et al., (1996), o extrato etandlico das folhas da
aroeira apresentaram a melhor atividade antibacteriana entre as 12 espécies
de plantas avaliadas. As cepas testadas foram de Staphylococcus aureus,
Pseudomona aeruginosa e Candida albicans.

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 microorganismo.

No trabalho de Cavalher-Machado e colaboradores (2008), o estudo a

partir da fracdo em acetato de etila das folhas de aroeira, mostraram
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propriedade antialérgica, inibindo a liberacdo de histamina durante a
degranulacdo dos mastocitos, diminuindo a formacdo de edema e influxo de
eosindfilos.

Além destas atividades, estudos na literatura mostram o potencial
antioxidante observado para o extrato metanolico das folhas da aroeira quando
comparados com o radical livre DPPH, onde o valor do IC 5, para o extrato a
partir das folhas é de 8.8 ug/mL de amostra para reduzir completamente esta
espécie radicalar (Ceruks, et al., 2007).

Vale a pena ressaltar, que todos os trabalhos publicados (Web of
Science e Science Direct, 1980 a 2009) a partir dos frutos e folhas de aroeira
se concentram em nivel dos extratos, sendo esse trabalho pioneiro no que se
refere ao isolamento e caracterizacdo de uma substancia presente nas cascas

dos frutos de aroeira com atividade biolégica.
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4- MATERIAL E METODOS

Os experimentos relacionados a parte quimica foram realizados no
Laboratdrio de Tecnologia de Alimentos (LTA), do Centro de Ciéncias e
Tecnologias Agropecuarias (CCTA), com a colaboracdo do Laboratério de
Biologia do Reconhecer (LBR), do Centro de Biociéncias e Biotecnologia (CBB)
para toda a parte imunofarmacolégica e de Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE), da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro (UENF), Campos dos Goytacazes, RJ.

4.1 Coleta de material vegetal

Foram coletados os frutos de aroeira no distrito de Farol de S&o Tomé,
localizado no municipio de Campos dos Goytacazes - RJ (Latitude = 21° 44’
Sul; = 41° 18 QOeste = altitude 12 m do nivel do mar). Os periodos de
frutificacdo sdo nos meses de marco e abril. A exsicata foi depositada no
herbéario da UENF sob o codigo H 5073.

4.2- Metodologia Geral
Para facilitar o entendimento deste trabalho de dissertacdo de mestrado,

este item foi dividido em dois subitens, um para a parte quimica e o outro para

a parte biologica.
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4.2.1- Parte quimica: Técnicas gerais

Foram utilizadas placas cromatograficas de silica gel 60 Fys4 em
Aluminio, espessura 0,2 mm da MERCK (20X20 cm), e cortadas na medida de
4 cm de comprimento e as aplicacdes das amostras 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 realizacdo da Cromatografia em Camada Delgada
(CCD). Para a separacao de flavondides, 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 ou fisicos (Sabudak et al., 2005). Neste caso as placas
com silica estavam pré-impregnadas com material fluorescente, portanto,
reveladas com lampada de UV nos comprimentos de onda de 254 e 332 nm
(método fisico). Como revelador quimico utilizou-se a solucdo acida sulfato
cérico, que para o seu preparo € necessario acido sulfarico concentrado e
agua. Apds o preparo deste revelador, ele é borrifado na placa cromatogréafica
e depois de aquecido, as manchas que apresentaram coloragdo amarela sao
caracteristicas para os flavondides e assim, de interesse (Sabudak et al.,
2005). Para realcar a tonalidade das cores das CCDs, foi utilizado o programa
de edicdo de imagens Nero photo snap, versao 1.6.1.0, 2007.

Apbs a avaliacdo por CCD, o extrato foi fracionado por cromatografia em
coluna para purificacdo e as fragcbes 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 denominacdo se deve ao fato de
sua fase estacionaria ser ndo-polar, geralmente um hidrocarboneto, e a fase
movel € relativamente polar, como &gua, ao contrario do sistema
cromatografico que utiliza a fase normal, onde a fase estacionaria é altamente
polar, como agua, suportadas em particulas de silica, e a fase movel é
relativamente nao-polar, como hexano (Skoog, et al., 2002).

2- Silica para a cromatografia de exclusdo por tamanho. Este

empacotamento consiste de particulas pequenas (~ 10 ym) de silica ou de
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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
didmetro menores que dos poros podem penetrar através do emaranhado de
poros e ficar retidos por tempos maiores, e estas sdo as Ultimas a serem
eluidas. A silica utilizada foi Sephadex LH-20 (Skoog, et al., 2002).

Outras técnicas cromatogréficas foram empregadas, como a
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), que é uma técnica que
apresenta alta sensibilidade, resposta rapida aos solutos dependendo do
detector utilizado, resposta independente da fase movel, informacéo 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 (5um, 4,0 X
250mm). O sistema de solvente foi dgua acidificada com acido fosférico (pH
3,2) e acetonitrila, a eluicdo foi gradiente, conforme ilustrado na tabela 2,
usando fluxo de 1 ml/min. O extrato metandlico foi preparado na concentracdo
de 6 mg/ml (p/v), e as fragcbes foram preparadas nas concentracdes de 1

mg/mL.
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Tabela 2: Sistema de gradiente utilizado para realizagdo 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 dos flavondides nos extratos foi realizada uma curva
padrdao (area do pico X massa em pug) utilizando-se uma amostra pura de
rutina, (Tabela 3; Figura: 17). Os flavondides foram quantificados em termos de
rutina, ja os valores de quantificacdo do flavondide isolado foram corrigidos
utilizando um fator de correcdo de peso molecular (fator de correcdo = PM
flavondide / PM rutina). Desta forma, o resultado foi expresso em relacdao ao

flavondide especifico.

Tabela 3: Dados de massa (em pg) injetada de rutina e as respectivas areas

obtidas.

Massa de rutina

injetada (em yg) Area correspondente ao pico

10 32051066
5 19095573
2,5 10851943

1,25 5514665
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Figura 17: Grafico da area do pico X massa (em ug) injetada de rutina obtido a

partir dos valores apresentados na Tabela 6.

Para a identificacdo e caracterizacdo do pigmento isolado foi necessarios
a utilizacdo de métodos espectroscopicos como a Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN) de *H, *C, que é uma técnica espectroscépica importantissima
para a elucidacdo estrutural da molécula. O 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 (Laborat6rio de Analises
Multiusuarios por RMN)
o Brucker 400 MHz do Centro Nacional de Ressonancia Magnética
Nuclear Jiri Jones (Departamento de Bioquimica - UFRJ).

4.3- Preparo do extrato metandlico

Os frutos foram limpos, e separados as cascas, da semente. As cascas
foram submetidas a extracdo exaustiva, por maceracao estatica com metanol
(esquema 1), esse extrato foi evaporado a 35°C em banho-maria ao abrigo da
luz (Oliveira, 2005).
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Vale a pena ressaltar a dificuldade de extracédo a partir das cascas dos
frutos de aroeira, pois se pode verificar que o rendimento, partindo de 300 g de

frutos até o extrato metandlico, foi de apenas 4,2 % (Esquema 1).

(AT Frutos de Aroeira

. FT M= 300 g
.-~~~ 7~\ Sementes dos Frutos de Cascas dos Frutos de
;AT Aroeira Aroeira
\_FT M= 250 g M=20.9

S~ —_

ﬂ Metanol

Extrato Metandlico
M=125¢

ll

Demais processos
cromatograficos, analise
antioxidante e ensaio
farmacoldgico

AT: Andlise de taninos

FT: Analise de fendis totais

Esquema 1: Obtencado do extrato metandlico das cascas dos frutos de aroeira.

4.4- Fracionamento do extrato, isolamento e identificacdo da substancia
Apos o preparo do extrato, foram realizadas técnicas cromatograficas

como exemplificados no item 4.2. O esquema 2 ilustra as silicas para a

montagem das colunas para as cromatografias utilizadas, bem como as fragbes
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resultantes e seus rendimentos. A tabela 4 ilustra a fase mével empregada nas
colunas cromatograficas. Este processo de fracionamento foi guiado pelas
placas em CCD, onde as fracdes eluidas da cromatografia em coluna aberta,
foram agrupadas em conjuntos de acordo com as manchas caracteristicas para
os flavondides e além deste, também foi levado em consideracdo a atividade

antioxidante.

Tabela 4: Sistema de solventes utilizado na cromatografia em coluna aberta

Concentracao de A

Agua Metanol
100 0
70 30
50 50
30 70

0 100
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4 5- Atividade Antioxidante

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 produz uma diminuicdo de absorcao
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 (Alj, et al.; 2009).

Essa técnica consiste em adicionar 1ml 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 espectrofotdbmetro UV-Vis. O espectrofotbmetro utilizado foi o UV-VIS
Shimadzu Mini 1240. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

A atividade sequestradora de radicais livres de cada extrato foi expressa
pela relagdo da absorcédo de DPPH, baseado na solugédo de DPPH ausente do
extrato (controle negativo) e uma solucdo de um padrdo de substancia
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 (Tait et al., 1996; Koleva et al., 2002). A
capacidade de sequestrar radical livre foi expressa como percentual de inibicdo

de oxidacéo do radical e calculado conforme férmula abaixo.

% Inlblgéo = ((ADppH - AExtr)/ADppH)*loo

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

sorbancia da amostra em solucéo (Roesler, et al., 2007).
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4.6- Andlise e dosagem de taninos e fendis totais do fruto e cascas de

aroeira

4.6.1- Método para Dosagem de Taninos Galicos

O fruto e as cascas dos frutos de aroeira (500 mg) foram maceradas
com 4 X 5 ml de solucdo de acetona/ agua (7:3). As por¢cdes foram unidas em
baldo volumétrico e o volume completado para 25 ml. Uma aliquota de 1 ml do
extrato foi hidrolisado com 5 ml &cido sulftrico (H,SO4) 1M e aquecido em
banho-maria a 95°C por 24 horas, apdés o resfriamento, a solugédo foi
avolumada para 10 ml com &agua. Parte desta solucdo (10 ml) reagiu com
solucdo de rodanina e com hidroxido de potassio (KOH) 0,5 M. As amostras
foram avaliadas em triplicata, e as amostras positivas desenvolveram coloragéo
vermelha-résea. As absorbancias das amostras foram lidas a 520 nm apdés 5-
10 minutos (Moreira, 2000).

4.6.2- Método para Dosagem de Taninos Condensados

O fruto e as cascas dos frutos de aroeira (500 mg) foram maceradas
com 4 X 5 ml de solucdo de acetona/ agua (7:3). As por¢des foram unidas em
baldo volumétrico e o volume completado para 25 ml. Em seguida, para 1 ml do
extrato foram adicionados 4 ml de solucdo de butanol (BuOH) em acido
cloridrico (HCI) 5%. O conjunto foi aquecido em banho-maria a 95°C por 2
horas. As amostras positivas desenvolveram colora¢@o vermelha ou violacea e
as absorbancias das amostras foram lidas a 540 nm apos 5-10 minutos
(Moreira, 2000).

4.6.3- Método para Dosagem de Fendis Totais
O fruto e as cascas dos frutos de aroeira (500 mg) foram maceradas

com 4 X 5 ml de solucdo de acetona/ agua (7:3). As por¢des foram unidas em

baldo volumétrico e o volume completado para 25 ml. Em seguida, o reagente
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de Folin-Denis foi adicionado a 0,5 ml dos extratos das amostras e 3 ml de
agua destilada, e posteriormente avolumado para 10 ml . Posteriormente 1 mi
da solucdo de carbonato de calcio saturada foi adicionado, e as amostras
positivas desenvolveram coloragcdo azul intensa. A leitura foi realizada em
espectrofotometro a 760 nm (Moreira, 2000).

Para todas as amostras o espectrofotdmetro utilizado foi da marca UV-
VIS Shimadzu Mini 1240 e todos os experimentos foram realizados em
triplicata.

O esquema 3 ilustra a metodologia para a dosagem de taninos e fendis

totais do fruto e cascas da aroeira.

Frutos e cascas dos
frutos de aroeira

@ Acetona:agua (7:3)

Fracdo Acetona:agua

B

aWO,. 2H50; HzPO4; Na,CO3

BUOH:HCI

¢

H,SO, e KOH

Taninos galicos Taninos condensados Fenais totais
(520 nm) (540 nm) (570 nm)

]

Esquema 3: Fluxograma para a dosagem de taninos e fendis totais dos frutos e

cascas dos frutos da aroeira.
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4.7- Parte bioldgica

4.7.1- Testes farmacoldgicos

A cultura celular de macréfagos murinos é a linhagem RAW 264.7,
cultivadas em garrafas de plastico em meio DEMEN F-12 suplementado com
10 % de soro fetal bovino e 50 ug/mL de gentamicina em estufa de CO; a 5 %
a 37°C. O extrato e as fragcbes secas foram ressuspendidos em DMSO na
concentracdo de 10 mg/mL.

4.7.2- Inibicdo da producdo de NO

Para realizacdo dos experimentos de inibicdo da liberagcdo de NO, os
macréfagos foram cultivados em placa de 96 pocos na presenca de 5 x 10°
células e com o extrato e as fracbes em 3 diferentes concentracdes 500, 100 e
20 pg/mL em meio com macréfagos estimulados com LPS (1 pg/mL) em
triplicatas. Ap6s 48h de incubacdo a quantidade de NO produzida foi
determinada pelo teste colorimétrico de Griess. Como controle negativo foi
utilizado macréfagos nédo tratados e como controle positivo macréfagos

estimulados com LPS.

4.7.3- Citotoxidade celular

Para verificar a citotoxidade dos frutos da aroeira, foi realizado o teste de
liberacdo da enzima citoplasmatica Lactato Desidrogenase (LDH) utilizando o
Kit comercial Dolles de quantificacdo de lactato desidrogenase. Como controle

negativo foram utilizados macréfagos lisados com Triton.
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4.7.4- Atividade sequestradora de 6xido nitrico

Para o ensaio com o doador de Oxido nitrico nitroprussiato de sadio
(SNP) preparou-se uma solucao estoque a 100 mM desta em PBS, pH 7,2. A
Solucédo de SNP (5 pl) foi adicionado a 95 pyL de meio de cultura contendo os
extratos e rutina como padrdo. As solucbes foram incubadas a 25°C por 2,5 h.
Apos este periodo, foi realizado o teste colorimétrico de Griess, como

mencionado anteriormente para determinar a concentracao de nitrito no meio.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 — Extrato metandlico

Inicialmente o perfil cromatogréafico do extrato metandlico (Figura 18), foi

submetido a Cromatografia em Camada Delgada.

— 4R:090

- -

//

\
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—  2RRE052

— % 1:RE047
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Figura 18: Cromatograma do extrato metandlico realizado por CCD. Fase
movel: acetato de etila:hexano (75:25) e revelado com sulfato cérico.

Verifica-se na figura 18 que o sistema de solventes utilizado mostrou-se
satisfatorio, pois houve separacdo de algumas manchas, assim se pode

verificar que a concentracéo de substancias fendlicas é elevada, uma vez que
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€ possivel notar quatro manchas majoritarias caracteristicas para tais
substancias, como descrito no item 4.2.1 (pagina 33).

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 (18) que a mancha 1 é a mais polar,
quando comparada com as demais manchas, e esta se apresenta com
coloracdo amarela mais intensa em luz visivel. Devido as caracteristicas
observadas (manchas largas, intensa e com arraste), nos sugere ser uma
mistura de substéncias que correspondem aos compostos fendlicos (Sabudak
et al., 2005).

Para o sistema de solventes (fase mével) utilizado, e como suporte
fisico, a silica gel para CCD (fase estacionéaria), as manchas caracteristicas
para os compostos fendlicos que apresentaram o perfil mencionado acima se
pode dizer que das quatro manchas majoritarias, aquela que apresenta Rf 0,90
€ a mais apolar, enquanto as manchas com Rf 0,52 e 0,64 apresentam
caracteristicas intermediarias quanto a polaridade.

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. Essa técnica
desempenha um papel central na separacado de misturas complexas, como por
exemplo, os flavonodides e as substancias fendlicas. Estudos quanto ao tempo
de retencao (Tr) em diferentes suportes e eluentes tém sido aperfeicoados e
tabelados, a fim de se obter condicfes 6timas de analise (Oliveira, 2005).

Na andlise do extrato metandlico, foram utilizados dois padrdes de
substéancias fendlicas, com o objetivo de direcionar as andlises por CLAE, uma
vez que esses representam moléculas comumente presentes em frutas
(O’Prey, et al., 2003) e encontradas com frequéncia na familia Anacardiaceae
(Correia, et al., 2006: Marzouk, et al., 2006; Islam e Tahara, 2000; Kawashty et
al., 2000; Viana, 1995).
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¢ Quercetina: Trata-se de um flavonol, penta-hidroxilado nas posicdes 3, 5, 7,
3 e 4, este & o flavonoide de maior ocorréncia na familia Anacardiaceae
(Figura 19, cromatograma 1);

e Rutina: Trata-se de um flavondide que possui esqueleto da quercetina, com
duas unidades de agucares (glicose interna e ramnose externa) ligados na
posicao 3 do flavonoide (Figura 20, cromatograma 2).
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Figura 19: Cromatograma 1, perfil quimico da quercetina avaliado por CLAE. O

equipamento utilizado foi da marca Shumadzu class, modelo LC-l0, 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 pL. A coluna utilizada foi uma

RP-18 da Macherey-Nagel (5um, 4,0 x 250mm). C= 1mg/mL.
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Figura 20: Cromatograma 2, perfil quimico da rutina avaliado por CLAE. O
equipamento utilizado foi da marca Shumadzu class, modelo LC-lI0, 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= 1mg/mL

De acordo com as Figuras 19 e 20 (Cromatogramas 1 e 2), se pode
notar que ambas as substancias absorvem nos comprimentos de onda de 254
e 350 nm, e para os sistema de solventes utilizados, os picos para ambos os
flavondides foram tabelados em 22,667 minutos para quercetina e 16,405

minutos para a rutina.
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A tabela 5 mostra os tempos de retencdo e as areas correspondentes
aos flavondides quercetina e rutina, ressaltando que a quercetina possui um
percentual de area de 96,8 %, e que a rutina representa 84,3 % utilizados como
padrdes neste trabalho de dissertagcdo de mestrado. Este resultado avalia o
quao puros sdo os flavonoides em questdo, além de estabelecer o tempo de

retencdo nas condicOes de analise mencionadas.

Tabela 5: Tempos de retencdo e as areas dos padrbes dos flavondides
quercetina e rutina

Quercetina Rutina
Tempo , § Tempo . .
_ Area (%) Area _ Area (%) Area
(min) (min)
22.667 96,8 58934692 16.405 84,3 33483575

As analises realizadas com os flavonoides solubilizados em metanol
mostraram que estas substancias produzem duas bandas de absorcao
caracteristica no espectro de UV na regido de 240-400 nm, o que corrobora
com os picos observados no CLAE. Essas bandas (Figura 21) sdo conhecidas
como banda | (300-380 nm), e esta associada a absor¢cédo do sistema cinamoil
do anel B, e banda Il (240-280 nm), ocasionada pela absor¢cdo do sistema

benzoil do anel A (Alonso-Salces et al., 2004).

Banda I: Por¢ao Cinamoil

Banda II: Porg&o Benzoil
(Fonte: Mabry et al., 1970)

Figura 21: Esquema do flavondide e suas por¢cdes que geram as bandas de

absorcao caracteristicas no UV.
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Com base nesta informacdo a figura 22 representa o espectro de
ultravioleta dos flavondides quercetina (A) e rutina (B), destacando as bandas
caracteristicas dos picos em 350nm, que corresponde a banda | do anel B e a
banda proximo a 240 nm que representa a banda Il do anel A. O que para
ambos os flavondides corrobora com os picos observados em 254 e 350 nm na

analise por CLAE (Figuras 19 e 20 respectivamente).

A
Spectrum at time 22.78 min.
— 22.78 min "
' OH
1
1
Banda | d Banda |
1
1
} : |
1
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nm
B

—16.48 min Spectrum at time 16.48 min.

OH

Banda Il Banda |

l

190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370
nm

Figura 22: Espectros de ultravioleta dos flavondides quercetina (A) e rutina (B).
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Apés verificar os tempos de retencdo dos flavondides quercetina e
rutina, o extrato metandlico foi submetido a analise por CLAE para o
conhecimento acerca do seu perfil quimico. A figura 23 mostra o cromatograma

do extrato metandlico.
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Figura 23: Cromatograma 3, perfil quimico do extrato metandlico avaliado por
CLAE. Seta 1: Pico majoritario do extrato metandlico; Seta 2: Pico com tempo
de retencéo caracteristico para a rutina; Seta 3: Pico com tempo de retencao
para a quercetina.

Depois de realizada a CLAE com o extrato metandlico, pode-se observar

um pico majoritario no tempo de retencdo em 10,667 minutos (seta 1)
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(circulado em vermelho) no comprimento de onda de 254 nm, com &rea de
9.632.224, 0 mesmo pico ndo se observa no comprimento de onda de 350 nm.
E de facil percepcdo que os picos com tempo de 28,245 e 30,773
minutos se apresentam majoritarios no comprimento de onda de 350 nm, e que
0 pico com tempo de 32,096 minutos é o minoritario entre os trés.
Os espectros de UV para estes picos (Figura 24) revelam as bandas em
aproximadamente 240 e 350 nm, o que em tese confirmam a presenca de

flavonoides com caracteristicas para as bandas | e Il.

— 26.30 min
15000 — 27.81 min Banda |
Ban I
— 59,81 minCA"d2 /
D 1000
<
e
500
0

200 250 300 350 400 450 500 550
nm

Figura 24: Espectros de Ultravioleta dos picos de tempo de retencao (TR) igual
a 26,30 min, correspondente ao pico 1 (Verde); 27,01 min, correspondente ao

pico 2 (Azul) e 29.01 min, correspondente ao pico 3 (Rosa).

Outro pico em 16,501 minutos, (seta 2) em ambos 0os comprimentos de
onda de 254 e 350 nm, apesar de menos intenso, é caracteristico do flavonoide
glicosilado rutina, como se pode comprovar na figura 20 (Cromatograma 2) e
tabela 4.

Com relacdo ao flavondide quercetina, 0 pico que caracteriza essa
substancia no extrato, é pouco representativo (22,144 minutos) (seta 3), no
comprimento de onda de 350 nm, este mesmo pico néo foi observado para o
comprimento de onda de 254 nm, devido a sua baixa concentracdo no extrato

metanolico.
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Logo, a fim de confirmar a presenca dos flavonéides quercetina e rutina
no extrato metandlico, foi realizada uma co-cromatografia dos padrées unidos
ao extrato, a fim de verificar os tempos de retencao e o perfil cromatogréafico da
amostra unida aos padrdes (Figura 25).

De acordo com a co-cromatografia dos padrdes com o extrato
metandlico, se pode notar que no extrato ha a presenca dos picos compativeis
com os tempos de retencdo da rutina e da quercetina.

Quando injetados juntos os padrbes e 0s extratos, se observa um
pequeno deslocamento dos tempos de retencdo da amostra, iSSO ocorre
porque ha possivelmente uma interacdo das substancias presentes na amostra
(extrato) e dos padrées (quercetina e rutina). Além das interferéncias

relacionadas ao proprio equipamento, como a rede elétrica, por exemplo, entre

outros.
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Figura 25: Cromatograma 4, perfil quimico da co-cromatografia do extrato

metandlico, rutina e quercetina avaliado por CLAE.
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5.1.1 Quantificacao dos flavonoides por CLAE no extrato

Tendo em vista a existéncia dos picos correspondentes aos flavonoéides
rutina e quercetina no extrato metandlico nas cascas dos frutos de aroeira,
além daqueles outros trés com tempo de retengcdo entre 26 e 30 minutos
(Figura 23), optou-se por avaliar o quéo representativo sdo essas substancias
no extrato, a partir da rutina que parece ser majoritaria em relacdo a
quercetina.

Desta forma, a partir da curva padrao de rutina elaborada (descrita no
item 4.2.1, Pagina 35) foi possivel quantificar esses trés flavondides presentes

no extrato, os resultados obtidos estdo mostrados na tabela 6.

Tabela 6: Quantificacdo dos flavonoides presentes no extrato metandlico das

cascas dos frutos de aroeira

B _ Extrato MeOH Extrato MeOH
Flavonoides Tr (min) .
(% p/p) (% Area)
Pico 1 26,30 0,35 22,63
Pico 2 27,81 0,30 19,46
Pico 3 29,81 0,24 15,83

A partir da quantificacdo dos flavonoides, observou-se que o pico 1, é o
flavondide majoritario dos trés, e que o pico 3 é o minoritario.

Assim, com o0 objetivo de separar essas substancias de interesse
(flavondides), o extrato metandlico foi fracionado conforme indicado no

esquema 2, pagina 37.

5.1.2 —=Fracionamento do extrato metanadlico

Apds o primeiro fracionamento do extrato (Esquema 1, item 4.2.1,

pagina 37) em coluna cromatogréafica aberta em fase inversa RP-2, se obteve
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cinco conjuntos em que as fragcbes foram unidas de acordo com o perfil

cromatografico observado por CCD. A figura 26 mostra a CCD destes grupos.

e Conjunto Al: As fracdes eluidas da coluna com 100 % de agua;

e Conjunto A2: As fracdes eluidas com 70 % agua e 30 % metanol;
e Conjunto A3: As fracdes eluidas com 50 % agua e 50 % metanol,
e Conjunto A4: As fracdes eluidas com 30 % agua e 70 % metanol,

e Conjunto A5: As fracdes eluidas com 100 % metanol;

~
AN
]
'

~
AN
]
'

Al A2 A3 A4 A5

Figura 26: Cromatograma da primeira coluna do extrato metandlico realizada
por CCD, mostrando as manchas caracteristicas nos trés altimos grupos, que
foram reunidas formando o A3. Fase mével: acetato de etila:hexano (75:25) e

revelado com sulfato cérico.

De acordo com a CCD (Figura 26) realizada logo ap6s o primeiro
fracionamento (RP-2), notou-se que as manchas amarelas de interesse se
concentravam nos trés ultimos conjuntos (A3, A4 e A5), logo estes foram
reunidos, devido a similaridade e cujo Rf sdo 0,53; 0,70 e 0,90. O conjunto A5,
apesar de sua aparente purificacdo, foi reunido com os demais por apresentar

pouca massa.
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Pode-se notar que a mancha com Rf 0,90 € a mais apolar para o
sistema de solventes utilizado, e suporte. A mancha cujo Rf é 0,53 é a mais
polar, e a mancha de Rf 0,70 com caracteristicas de polaridade intermediaria.

Vale a pena ressaltar, que o fracionamento nos conduziu a separacao
de substancias com Rf muito semelhantes, ao observado no extrato para as
manchas majoritarias (Figura 18). Desta forma, esses conjuntos foram

renomeados, e codificados como:

e Al as fracdes eluidas com 100 % de agua;

e A2 as fracdes eluidas com 70 % de agua e 30 % de metanol;

e A3 corresponde a reunido dos conjuntos A3, A4 e A5 (fracdes eluidas com
50%, 70% e 100 % de metanol).

Com o intuito de verificar se 0 processo de fracionamento foi eficiente, ou
seja, se as manchas das substancias de interesse foram separadas, foi
realizado o CLAE para os conjuntos Al (Figura 27), A2 (Figura 28) e A3 (Figura
29).
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Figura 27: Cromatograma 5, perfil quimico do conjunto Al avaliado por CLAE.
Seta 1: Pico majoritario do extrato metandlico.
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Figura 28: Cromatograma 6, perfil quimico do conjunto A2 avaliado por CLAE.
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Figura 29: Cromatograma 7, perfil quimico do conjunto A3 avaliado por CLAE.

Quando se compara o0s trés conjuntos resultantes do primeiro
fracionamento se pode notar que o conjunto Al (Figura 27) possui
caracteristicas muito polares, (100% de agua), e por CLAE, apdés 17 minutos, o
eluente na coluna cromatografica estd torno de 70 % de agua e 30% de
acetonitrila (item 4.2.1, pagina 34, Tabela 2). Todavia é neste conjunto que se
encontra o pico majoritario do extrato metandélico, com tempo de retencdo em
10,067 minutos (seta 1).

Com relagéo ao conjunto A2 (Figura 28), se observa a presenca de um
pico bem pronunciado com tempo de retencdo de 17,077 minutos (seta 2), e a

presenca de picos que correspondem a flavondides com caracteristicas para



59

bandas | e Il no ultravioleta (Figura 24), nos tempos de retencdo de 28,107,
30,549 e 31.947 minutos, porém minoritarios.

E possivel notar que o conjunto A3 apresentou a melhor separacéo para
essas substancias, sendo possivel observar apenas os picos com tempos de
retencéo de 26,304; 27,840 e 29,781 minutos, com concentragdes bastante
elevadas.

E correto afirmar que os conjuntos A2 (Figura 28) e A3 (Figura 29)
possuem um perfil cromatogréfico muito semelhante entre 28 e 32 minutos.
Todavia, € o conjunto A3 que esta mais purificado, sendo este escolhido para
uma posterior purificacao.

A curva padréo de rutina (descrita no item 4.1.1, Pagina 34) foi utilizada
para comprovar que a partir do fracionamento do extrato metandlico se
conseguiu concentrar os flavonéides no conjunto A3. Os resultados obtidos

estdao mostrados na tabela 7.

Tabela 7: Quantificacdo dos flavondides presentes nos conjuntos A2 e A3

Conjunto A2 Conjunto A2 Conjunto A3 Conjunto A3

Flavondides Tr (min) % pip) Area (%) % plp) Area (%)
Pico 1 26,30 1,8 16,9 3,6 39,5
Pico 2 27,81 3,2 30,0 6,5 45,2
Pico 3 29,81 1,3 12,1 2,6 14,0

Como se pode observar na tabela 6, o pico 2 corresponde ao flavonéide
majoritario entre os trés, e o pico 3 é o flavondide minoritario. O pico 3, que é 0
minoritario corresponde a 40 % em relagdo ao pico majoritario, e o pico 1,
corresponde a 55,4 %, para o conjunto A3. Todavia a mesma proporcao €
verificada para o conjunto A2, porém todas essas trés substancias estdo cerca

de 50 % menos concentradas neste conjunto.
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Assim, com o objetivo de isolar os flavondides, o conjunto A3, por
possuir as substancias em maior concentracdo, foi fracionado conforme

indicado no esquema 2, pagina 37.
5.1.3 —Substancia isolada

O conjunto A3 foi submetido a uma purificacdo em coluna
cromatografica aberta de fase inversa RP-2, o que originou duas fragées (B1 e
B2), o cromatograma em CCD destas duas fracdes estd ilustrado a seguir
(Figura 30).
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Figura 30: Cromatograma dos conjuntos B1 e B2 realizado em CCD,
mostrando 2 manchas majoritarias. Fase movel: acetato de etila:hexano (75:25)

e revelado com sulfato cérico.

O conjunto Bl possui manchas caracteristicas para as substancias
fendlicas (Rf: 0,50 e 0,65). De acordo com o sistema de solvente utilizado e o
suporte, a mancha com Rf 0,65 € a menos polar, e a mancha 0,50 é a mais

polar.
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O conjunto B2, apresentou coloracdo escura na origem, com Rf igual a
0, ou seja a fase movel utilizada nao foi capaz de separar estes compostos,
gue provavelmente sdo muito polares.

Desta forma, B1, por sua simplicidade e manchas caracteristicas para
fendlicos, foi escolhida para purificagdo e, assim submetida a um
fracionamento, porém desta vez, o suporte para a coluna aberta foi Gel de
Sephadex LH-20. Foram obtidos dois conjuntos (C1 e C2) das quais C2
mostrou-se purificada (uma Unica mancha) por CCD (Figura 31), cujo Rf foi
0,47. O conjunto C1 apresentou duas manchas com Rf de 0,51, de
caracteristica mais polar, e outra mancha com Rf de 0,63 de caracteristica
menos polar.

De acordo com a CCD, mostrada na figura 31, a mancha caracteristica
do flavondéide é muito pronunciada, e possui Rf de 0,47. Esta mancha quando
submetida a revelacdo sob luz UV (332 nm) apresenta coloracdo azul,

caracteristica de substancias fenolicas e, neste caso de flavonadide.

.

Figura 31: Cromatograma do gupo C2 realizada por CCD. Fase mével: acetato

de etila:hexano (75:25) e revelado com sulfato cérico.
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De acordo com a CLAE (Figura 32), esta substancia se mostrou isolada,
com um unico pico com tempo de retencdo em torno de 31 minutos.

Vale a pena ressaltar que a substancia isolada (Figura 32 — Tr 31,168
minutos), é o pico minoritario em relagcéo aos trés picos observados no conjunto
A3 (Figura 29), mostrando que o fracionamento em coluna aberta com suporte

em Gel de Sephadex LH-20 foi satisfatorio ao isolar uma substancia minoritaria.

Figura 32: Cromatograma 8, perfil quimico do conjunto C2, avaliado por CLAE.

O espectro de UV para este pico (Figura 33) revela uma banda em
aproximadamente 250 e outra em 340 nm, o que em tese confirmam a
presenca de flavondide com caracteristicas para as bandas | e Il, sistemas

cinamoil e benzoll, respectivamente.
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Figura 33: Espectro de UV do pico de tempo de reten¢édo (TR) igual a 31.17

min, correspondente a amostra isolada C2.

Nos cromatogramas mostrados para o extrato bruto e fracdes, observou-

se que a purificacdo dos extratos, no sentido de isolar os flavondides, foi

eficiente, pois se obteve uma substancia isolada (C2), que passou a ser

codificada como ST-1.

Desta forma, a tabela 8 mostra um resumo do tempo de retencéo e da

area dos cromatogramas realizados por CLAE para o extrato e conjunto A3 e a

substancia ST-1, destacando a purificacdo dos flavondides, com consequente

aumento de suas areas (concentracao) e o isolamento do pico minoritario.

Tabela 8: Tempo de retencao e area obtidos por CLAE do extrato metandlico e

dos grupos A3 e C2.

Extrato Metandlico Conjunto A3 ST-1
Tempo ] Area | Tempo ] Area | Tempo ] Area
) Area ) Area ) Area
(min) (%) | (min) (%) | (min) (%)
27.296 1.310.316 22,6 | 26.304 12.334.776 39,5
28.992 1.180.622 19,4 | 27.840 21.863.582 45,2
[ 31.115 1.050.827 15,8 | 29.781 8.825.438 14,0 | 31.168 23.909.763 78,3
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5.2 Elucidacéao estrutural da substancia ST-1
5.2.1 Técnicas monodimensionais

Apos a purificagdo do conjunto A3, o que nos conduziu a substancia ST-
1, que foi submetida a espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de

'H e de *3C, e os dados estio listados na tabela 9:

Tabela 9: Sinais listados de *H e *C da substancia ST-1

RMN 'H (DMSO-dg,) PPM RMN *C (DMSO-dg) ppm

H-3 (5,90; s), C-2 (167,4)
H-6 (6,06; d; J= 1,3 Hz) C-3 (102,7)
H-8, (6,18; d; J= 1,3 Hz) C-4 (181,7)
H-3', 5' (6,53; d; J= 8,7 Hz) C-5 (161,7)
H-2', 6' (7,69; d; J= 8,5 Hz) C-6 (99,7)
C-7 (162,9)
C-8 (94,7)
C-9 (157,9)
C-10 (108,0)
C-1' (122,0)
C-2', 6' (128,4)
C-3', 5' (115,9)

C-4' (161,2)
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5.2.1.1 RMN *H

Inicialmente, foi analisado o espectro de RMN *H do flavonéide ST-1
obtido em DMSO-ds (400 MHz) (Figura 34).

Em 5,90 ppm esta situado um singleto, o qual indica a presenca de um
hidrogénio na posicdo 3 da aglicona, indicando que esta substancia é uma
flavona (Mabry, et al., 1970).

Na regido do espectro correspondente aos nucleos aromaticos (6,00 -
8,00 ppm), pode-se observar a presenca de quatro sinais, sendo dois
correspondentes a regido do anel A (6,06 e 6,18 ppm; nlcleo mais protegido)
e dois para a regido do anel B (6,53 e 7,69 ppm; nucleo mais desprotegido)
(Mabry, et al., 1970).

Os sinais para os hidrogénios em 6,53 correspondem aos sinais de H-3’
e H5’, bem como o sinal em 7,69 se encontra os H-2’ e H-6'.

A figura 35 mostra a expansdo da regido dos sinais dos hidrogénios
aromaticos, no qual se pode observar dois dupletos na regido do anel A, sendo
um em 6,06 ppm (H-6) e outro em 6,18 ppm (H-8), ambos com constante de
acoplamento (j) de 1,3 Hz, indicando uma relacdo meta entre esses dois
hidrogénios. Deduz-se com esses dados que o anel A apresenta-se como um
nucleo 5,7-di-hidroxilado.

Ao analisar a regido do anel B, observa-se um dupleto em 6,53 ppm (j =
8,70 Hz) (H-3’, 5’), indicando a presenga do acoplamento na posigcdo em orto
deste hidrogénio (valor elevado para j), e um dupleto em 7,69 ppm (j = 8,50 Hz)
também com acoplamento em orto. Deduz-se com esses dados que o anel B
apresenta um nucleo 4’-hidroxilado.

Os sinais de *H encontrados nos remetem a estrutura da apigenina, e
para confirmar esta estrutura tais sinais foram comparados com os dados da

apigenina na literatura (Tabela 10) (Owen, et al., 2003; Agrawall, 1989).
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Tabela 10: Comparacdo dos sinais de 'H da amostra ST-1 e os sinais da

apigenina observados na literatura

Oy Literatura (DMSO-dg)
3y ST-1 (DMSO-dy)
(Owen, et al., 2003)

H-3 (5,90; s), H-3 (6,64; s),

H-6 (6,06; d; J= 1,3 Hz) H-6 (6,21; d)

H-8, (6,18; d; J= 1,3 Hz) H-8, (6,47; d)
H-3', 5' (6,53; d; J= 8,7 Hz) H-3', 5' (6,94; d)
H-2', 6' (7,69; d; J= 8,5 Hz) H-2', 6' (7,87; d)

Dessa forma, com os sinais de 'H obtidos por este espectro e
comparando com os dados da literatura, se pode deduzir que a estrutura da
aglicona é a apigenina (Figura 36). Outros sinais observados no espectro de
RMN de 'H indicam a presenca de uma segunda substancia, porém n&o foi

possivel determinar sua estrutura em mistura.



67

40000 —

€¥69°0
86€L°0
9290
6S..°0
8v28'0
S.€8°0
LS80
81980
£€5.8'0
B6E68°0

¥Z€6°0
L6¥6°0
€¥00°L
¥.80°L

8¥0L"L

LegL’L
0oge b
628¢ L
zeee’t
60Le°L

SN i

YyLiLL

I

0zos'T

ELLE —
sovse —

EVELY
yBEL Y Mm

vy

0506°G

0L80°9
€¥80°9
8v8L°9
188L'9

RE

28059
00€S'9
76299
L€59'9
2€08'9
Lv2g'e

NS

§699°L
8069°L
WwoL L
986/1°L
vv08’L
T0z8°L
8528’ L

N

069Z'8
oviT'8

v

¥1L0

€20°L
v66°0 |

€0e'e
S8E'C

6vEL [—

ve0's
L0071 -

000' L

Figura 34: Espectro de RMN 'H de ST-1 (400 MHz).
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Figura 35: Espectro de RMN 1H de ST-1 (400 MHz), com a expanséo da regido

dos sinais dos hidrogénios aroméaticos

6,94
6,53

ST-1

Literatura

Figura 36: Estrutura da aglicona apigenina (ST-1) comparada com os dados da
literatura (Owen, et al., 2003).
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5.2.1.2 RMN 2C

O espectro de RMN de **C forneceu 11 sinais (Figura 37), porém estes
se referem a 13 carbonos, conforme tabela 8, uma vez que o sinal em 115,9
corresponde aos carbonos C-3’ e C-5, e o sinal em 128,4 corresponde aos
carbonos C-2' e C-6'.

Observa-se para o anel C da aglicona um sinal mais desprotegido do
espectro, em 181,7 ppm, o que confirma a presenca de uma carbonila ceténica
em C-4 a-B insaturada (Yoshikawa et al., 2000).

O segundo sinal mais desprotegido do espectro esta listado para outro
carbono do anel C (167,4 ppm), que corresponde ao C-2, e de acordo com
Mabry e colaboradores (1970), quando o sinal de C-2 esta em torno de 165
ppm, e o sinal de C-3 em torno de 103 ppm, estes sdo caracteristicos para as
flavonas.

O sinal listado em 162,9 foi assinalado para o C-7 que est4 em regido
desprotegida, devido sua ligacdo com a hidroxila. O sinal em 161,7 ppm
corresponde ao C-5, que esta hidroxilado (Figura 37). O carbono 6 esta ligado
a um hidrogénio e seu sinal estda em 99,7 ppm.

Em 161,2 ppm encontra-se o carbono 4’ do anel B ligado a hidroxila, o
carbono 8 esta ligado a um hidrogénio e aparece na regido de 94,7 ppm. O
sinal para o C-10, por sua vez, esta situado em 108,0 ppm. J4 os sinais de
157,9 e 122,0 ppm foram atribuidos aos carbonos C-9 e C1’ respectivamente.

A tabela 11 correlaciona os sinais de **C do espectro obtido da amostra
ST-1 com os sinais da apigenina encontrados na literatura (Owen, et al., 2003;
Agrawall, 1989).

Com os dados de **C e foi possivel corroborar a proposta da aglicona
apigenina (Figura 38).
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Tabela 11: Comparacéo dos sinais de *C de ST-1 e os sinais da apigenina

observados na literatura.

Sc (DMSO-dy) 8c (DMSO-ds)

Literatura
ST-1
(Yoshikawa et al., 2000)

Apigenina
2 167,4 164,2
3 102,7 103,1
4 181,7 182,0
5 161,7 1615
6 99,7 99,1
7 162,9 163,9
8 94,7 94,4
9 157,9 157,7
10 108,0 104,1
1 122,0 121,6
2’ 128,4 128,6
3 115,9 116,3
4’ 161,2 161,2
5 115,9 116,3

6’ 128,4 128,6
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Figura 37: Espectro de RMN DEPT *3C de ST-1 (400 MHz).
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Figura 38: Sinais de *C da aglicona apigenina (ST-1) comparados com o0s

dados da literatura (Yoshikawa et al., 2000).
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A tabela 12 mostra um resumo dos sinais de RMN 'H e RMN *3C
verificados para ST-1 e comparados com os dados da literatura (Owen, et al.,
2003; Agrawall, 1989).

Tabela 12: Comparacdo dos sinais de ST-1 e os sinais da apigenina da
literatura (Owen, et al., 2003; Yoshikawa et al., 2000).

dc dc OH SH
ST-1 Literatura ST-1 Literatura
(DMSO-dg) (DMSO-dg) (DMSO-dg) (DMSO-dg)
Apigenina
2 167,4 164,2 ----
3 102,7 103,1 5,9 6,64
4 181,7 182,0 ---
5 161,7 1615 ---
6 99,7 99,1 6,06 6,21
7 162,9 163,9 ---
8 94,7 94,4 6,18 6,47
9 157,9 157,7 ---
10 108,0 104,1 ---
1’ 122,0 121,6 ---
2 128,4 128,6 7,69 7,87
3 115,9 116,3 6,53 6,94
4 161,2 161,2 ---
5 115,9 116,3 6,53 6,94

6’ 128,4 128,6 7,69 7,87
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5.2.2 Técnicas bidimensionais

5.2.2.1 COSY H -1H

A partir da andlise do COSY foi possivel identificar a correlacdo entre os
hidrogénios vizinhos H-3’ e H-5" (vermelho) com H-2’ e H-6’ (azul), mostrando a
sua correlacdo. A figura 39 mostra o espectro de COSY, com essas

correlacdes.

H-3’ e H-5’
) II] Ui . L 2
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Figura 39: Espectro de RMN 2D- COSY para ST-1.

5.2.2.2 HMQC

A partir dos dados do espectro de HMQC (Figura 40) foi possivel
estabelecer a correlacéo direta entre os nucleos de *H com os nicleos de °C a
eles diretamente ligados. Dessa forma, através da avaliacdo dos resultados
desta analise foi possivel confirmar os valores dos deslocamentos quimicos (3)

dos carbonos da aglicona que possuiam um hidrogénio a eles ligado.
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Figura 40: Espectro de RMN-2D HMQC para ST-1.

5.2.2.3 HMBC

Através da andlise das correlacdes a longa distancia *H-'*C (Figura 41)
foi possivel detectar a correlagéo entre os nicleos de *H e os nucleos de *3C, a
duas ou mais ligacfes de distancia. A partir da avaliacdo dos resultados desta
analise foi possivel confirmar a correlacdo entre os sinais de H-6’ e H-2’ com C-

4’ e os sinais de C-2’ com H-5'.
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Figura 41: Espectro de RMN-2D HMBC para ST-1.

5.3 Proposta Estrutural

A andlise dos espectros mono e bidimensionais revelou a presenca da
aglicona apigenina (Figura 42). Os sinais de RMN de **C e 'H est&o listados na
Tabela 11 e a comparacdo com dados da literatura (Owen, et al.,, 2003;
Agrawall, 1989). Porém pode-se perceber que além desta flavona existe uma
outra substancia minoritaria, pois em todos os espectros se pode notar a
presenca de outros sinais, todavia, essa molécula ndo pode ter sua elucidacéo

estrutural proposta ou confirmada.
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Figura 42: Estrutura de ST-1 (Apigenina 5,7,4’ -trihidroxiflavona).

Esta flavona foi identificado anteriormente nos frutos de aroeira
(Degaspari, et al., 2004), porém este trabalho € pioneiro no que se refere ao

isolamento e elucidagéo estrutural da substancia.

5.4 Atividade Antioxidante

Atualmente, hd um crescimento na procura por produtos naturais que
fazem parte da dieta humana, devido aos possiveis efeitos negativos dos
aditivos alimentares na saude humana, e aliado a isto um aumento da
preocupacdo dos consumidores com a alimentacdo ao longo dos anos.
Diversos estudos (Lachman, et al., 2010; Zhang, et al., 2010) demonstram que
um grande nimero de fontes vegetais biossintetizam fitoquimicos que possuem
atividade antioxidante e podem ser utilizados como uma fonte natural de
substancias que podem sequestrar os radicais livres (Lachmam, et al.; 2010).

Diversos trabalhos sugerem que dietas ricas em fitoquimicos podem
reduzir a incidéncia de doencas do coracao, bem como alguns tipos de cancer,
e algumas desordens neuroldgicas (Arts e Hollman, 2005), devido a sua
capacidade de sequestrar os radicais livres produzidos no organismo. Tais
radicais podem ocasionar a ruptura da membrana celular e DNA, causando

mutacdes e outras doencas (Reynertson, et al., 2008).
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Essas espécies reativas também sdo responsaveis pela ativagdo de
inumeros fatores de transcricdo pré-inflamatérias, e a inflamacéo é o principal
fator na promocéao de doencas inflamatérias crénicas (Reynertson, et al., 2008).

Com este intuito, se verificou a capacidade do extrato metandlico e suas
fracbes no sequestro do radical livre estdvel DPPH (1,1-difenil-2-picrilidrazila).

A tabela 13 mostra os resultados do extrato metandlico, 0os conjuntos,
ST-1 (apigenina isolada e caracterizada neste estudo) e os padrbes de
referéncia submetidos ao ensaio antioxidante em trés concentragdes distintas.
Vale ressaltar que os testes foram realizados em triplicata e aqui estédo
apresentadas as médias aritméticas e o desvio padrao.

Os padrdes utilizados neste trabalho foram os flavondides quercetina,
rutina, e apigenina, o &cido ascoérbico e o padrdo comercial de estrutura
fendlica, BHT (Butil-hidroxi-tolueno).

Os flavondides foram utilizados como padrées devido ao seu efeito
protetor nos sistemas biolégicos, que sao atribuidos a sua capacidade de
transferéncia de elétrons dos radicais livres, também ativam as enzimas
antioxidantes e inibem as oxidases (Heim, 2002). De acordo com Ross e
Kasum (2002), a capacidade antioxidante dos compostos fendlicos €
determinada pela sua estrutura, em especial com a facilidade com que um
atomo de hidrogénio a partir de uma hidroxila do anel aromético pode ser
doado para um radical livre. E a capacidade de um composto aromatico em

estabilizar um elétron ndo emparelhado (Figura 43).
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Figura 43: Mecanismo mostrando um composto aromatico aceitando um

elétron ndo emparelhado.
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O 4cido ascorbico ou vitamina C € comumente encontrado em noOSso
organismo na forma de ascorbato e por ser muito solivel em agua, esta
localizado nos compartimentos aquosos dos tecidos organicos. O ascorbato
desempenha inlUmeros papéis metabdlicos no organismo humano, atuando
como agente redutor, reduzindo metais de transicéo (em particular Fe** e Cu®")
presentes nos sitios ativos das enzimas, ou nas formas livres no organismo.
Por ser um bom agente redutor o ascorbato pode ser oxidado pela maioria das
espécies reativas de oxigénio que chegam ou sdo formadas nos

compartimentos aquosos dos tecidos organicos (Barreiros, et al., 2006).

Tabela 13: Atividade antioxidante do extrato metandlico, fracdes e dos padrdes

fendlicos quercetina, rutina, apigenina e 2,6-di-(tert-butil)-4-metilfenol (BHT)

Espécies vegetais Concentragoes
1000 pg/mL (%) 100 pg/mL (%) 10 pg/mL (%)

Extrato Metanodlico 95,6 + 0,96 92 +£0,20 87,6 £+2,38
Conjunto Al 92,7+4,3 85,6 £ 0,3 80,025
Conjunto A2 90,9+1,8 84,9122 22,9+0,9
Conjunto A3 93,6 £ 0,9 89,8 +0,9 80,0+1,2

ST-1 80+1,2 45,8 +0,9 9,0+2.2
Quercetina 95,27 £ 0,9 93,4+1,2 91,3+ 3,0
Rutina 88+0,9 86,4+1,1 0,84+0,9

Apigenina 60+1,5 41,3+2,7 95+1,0
Acido ascérbico 956+1,1 93,3+2,7 92,7+1,5
BHT 100+0,9 52,1+272 436+1,5

*Média + Desvio Padrédo (n=3).

Pode-se notar que o extrato metandlico e os conjuntos Al e A3 possuem
atividade sequestradora de radicais livres nas trés concentracdes testadas
(1000, 100 e 10 pg/ml). Sendo que até na menor concentragdo (10 pg/mL),
estes apresentam atividade superior a 80%.

Quando comparados o extrato metandlico com os demais conjuntos,
observa-se que o extrato apresenta atividade antioxidante superior, € em uma
escala de capacidade de sequestro de radicais livres, a seqiéncia seria:
Extrato metandlico > A3 > A1 > A2 > ST-1.
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O extrato metandlico, quando comparados com a quercetina e o acido
ascorbico, somente na menor concentracdo (10 pg/mL) do extrato que se
observa que este é inferior ao flavondide e ao &cido, nas demais
concentragdes, o percentual de sequestro € préximo aos valores encontrados
para extrato e padroes.

O padrao comercial BHT apresenta atividade antioxidante na maior
concentracdo (1000 upg/mL) superior aos demais extratos e padrbes, porém
quando comparados o extrato metandlico com o BHT, o extrato apresentou
atividade antioxidante superior ao padrao nas concentragdes de 100 e de 10
pg/mL, sendo inferior apenas na concentragdo de 1000 pg/mL. Fato este que
também se observa para o conjunto A3, demonstrando o potencial antioxidante
deste extrato e deste conjunto.

Quando o extrato metandlico é comparado com a rutina e apigenina,
este apresenta um alto potencial antioxidante, pois todas as concentracdes séo
superiores aos flavonoides, comprovando novamente esta atividade
sequestradora do extrato.

Quando se observa o potencial antioxidante do conjunto A2, este
apresentou atividade antioxidante superior ao BHT somente na concentracéo
de 100 pg/mL e semelhante ao padrao comercial na concentragdo de 1000
pg/mL.

Com relacao ao flavonoide rutina, o conjunto A2 se mostrou superior na
concentracdo de 1000 e 10 pg/mL apresentando na concentragdao de 100
pg/mL atividade semelhante ao padrao. Com relacdo aos demais padrées
(quercetina e acido ascorbico), este conjunto apresentou-se inferior em todas
as concentracdes testadas.

A substancia ST-1 (apigenina) apresentou capacidade sequestradora de
radicais livres na maior concentragdo (1000 pg/mL), resultando em 80 % de
sequestro. Para as demais concentracdes, esta substancia apresentou
atividade antioxidante inferior aos padrbes testados, com excecédo da rutina,
gue apresentou tal atividade na menor concentracgéo inferior a 1 %.

A figura 44 mostra o potencial antioxidante do extrato metandlico e as

fracOes, bem como dos padrdes fendlicos.
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Quando se compara a substancia ST-1 e apigenina, se pode notar a
semelhancga dos resultados obtidos, porém a maior concentragao (1000 ug/mL)
do ST-1 se apresentou superior a apigenina, este fato pode ter ocorrido devido
a substancia ST-1 estar em mistura com outra substancia minoritaria. As
demais concentragcfes mostraram-se com valores de percentual de sequestro
de radicais livres semelhantes.

O padréao comercial BHT pode ter apresentado atividade sequestradora
de radicais livres apenas na maior concentracdo (1000 pg/mL), devido sua
pouca polarida e este € um antioxidante efetivo na supresséo da oxidagdo em
gorduras animais do que em Oleos vegetais. Como a maior parte dos
antioxidantes fendlicos, sua eficiéncia € limitada em Oleos insaturados de
vegetais ou sementes (Ramalho e Jorge, 2006).

Com relagdo a vitamina C, esta apresenta uma potente capacidade
antioxidante, visto que suas moléculas, que séo polares e estédo localizados em
compartimentos aquoso, sofrem oxidacdo antes que outras moléculas se
oxidem, impedindo e protegendo essas outras moléculas da oxidacao (Costa e
Rosa, 2006).

Dados de literatura (Wojdyto, et al., 2007; Skerget, et al., 2005; Galati, et
al.,, 2002; Chen, et al.,, 1996) relatam que a apigenina apresenta pouca
capacidade antioxidante, fato que pode ser explicado pela estrutura do
flavonoide.

De acordo com Ross e Kasum (2002) a propriedade antioxidante dos
flavondides esta relacionada com sua estrutura, e os flavondides 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
gue intensifica a atividade antioxidante que esta relacionada aos flavondides &
a presenca de dupla ligagao entre os carbonos C-2 e C-3 (Harborne e Williams,
2000).

A apigenina (ST-1) (Figura 45), apresenta a dupla ligacdo entre os
carbonos C-3 e C-4, e a hidroxila no carbono 5, 7 e 4’, porém esta aglicona néao

apresenta o grupo OH nos demais carbonos, fato este que pode explicar a
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capacidade antioxidante menor quando comparada & literatura (Harborne e
Williams, 2000; Rice-Evans, et al., 1996).

HO o
@ ) |
OH (6]

Figura 45: Estrutura quimica da apigenina, mostrando o grupamento OH nos

carbonos 5,7 e 4.

Tendo em vista que a atividade antioxidante estd relacionada
principalmente aos flavondides e além destes, aos acidos fendlicos e aos
taninos, estes ultimos também foram avaliados. Assim, foram quantificados os

teores de taninos galicos, taninos condensados e fendis totais.

5.5- Andlise e dosagem de taninos e fendis totais do fruto e cascas dos

frutos de aroeira

Os taninos sdo compostos secundarios, presentes na maioria das
plantas, que podem variar de concentracdo nos tecidos vegetais, dependendo
da idade e tamanho da planta, da parte coletada, da época ou, ainda, do local
de coleta (Monteiro, et al., 2005).

Os taninos séo classificados em dois grupos principais, cujas estruturas
sdo muito diferentes entre si, embora todos tenham molécula poli-hidroxifendis
ou seus derivados (Degaspari, et al., 2005).

Os pertencentes ao primeiro grupo sao denominados taninos
hidrolisaveis, que incluem os galitaninos e os elagitaninos, polimeros derivados
dos acidos gélico e elagico (Figura 46). Este grupo de taninos podem ser
detectados em elevadas concentragbes principalmente em madeiras, cascas

de arvores, folhas e galhos (Mueller-Harvey, 2001).
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Figura 46: Estrutura quimica dos taninos acido galico e elagico

O outro tipo de taninos é denominado de taninos condensados e sao
encontrados em maior quantidade e de maior importancia em alimentos
(Degaspari, 2005).

Compreendem um grupo de polihidroxi-flavan-3-ol, e apresentam uma
estrutura semelhante aos flavonoides, com coloracdo variando do vermelho ao
marrom (Scholfield, et al., 2001).

De acordo com Degaspari (2005), a presenca de pequenas quantidades
de taninos em frutos confere-lhes caracteristicas sensoriais desejaveis, ditas
como "o corpo da fruta". No entanto, quantidades maiores conferem aos frutos
e outros alimentos caracteristicas adstringentes. A sensacédo de adstringéncia é
gerada devido a propriedade que o0s taninos apresentam de precipitar
proteinas. Quando em contato com as proteinas da saliva formam um
complexo insolivel que popularmente se caracteriza pela sensacao adstrigente
(Figura 47).

Figura 47: Estrutura quimica da procianidina, um exemplo de tanino

condensado
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Neste trabalho foram analisados os teores de taninos condensados e
hidrolisaveis dos frutos e semente das cascas dos frutos de aroeira. A tabela

14 ilustra esses resultados.

Tabela 14: Dados obtidos nas analises de taninos condensados e taninos

hidrolisaveis dos frutos e cascas de aroeira

Taninos Taninos
Amostras o
condensados (%)  hidrolisaveis (%)
Fruto de aroeira 2,7

Casca do fruto de
. 2,54
aroeira

De acordo com esses resultados é possivel observar que os teores de
taninos se concentram nas cascas dos frutos de aroeira, visto que ambos os
resultados apresentam valores semelhantes.

Observa-se que nao foram detectados os teores de taninos hidrolisaveis
nos frutos e cascas de aroeira. Porém para a familia Anacardiaceae esses
taninos séo encontrados principalmente nas copas das arvores de espécies do
género Rhus (Battestin, 2004).

De acordo com Aganga e Mosase (2001), os teores de taninos
condensados das sementes variam entre 2 a 5%, entre as diferentes espécies.
Todavia, os teores de taninos condensados detectados nas sementes de Rhus
lanceae (Anacardiaceae) foram em torno de 5,07% de taninos condensados, e
quando comparados com as sementes de Schinus terebinthifolius, estes se
apresentam inferiores (Aganga e Mosase, 2001).

Com relacao aos teores de fendis totais nos frutos e cascas de aroeira a

tabela 15 mostra os resultados.
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Tabela 15: Dados obtidos dos teores de fenodis totais dos frutos e cascas de

aroeira

Fendis totais

Amostras
(Mg/mL)
Fruto de aroeira 125,4
Casca do fruto de
122

aroeira

De acordo com os resultados obtidos, pode-se concluir que os teores de
fenois totais se concentram nas cascas dos frutos de aroeira, assim como 0s
teores de taninos.

Observa-se baixa concentracdo de fendis totais nos frutos e cascas de
aroeira. Um fator responsavel por essa baixa concentracdo pode ser a
metodologia de extracdo, que é um fator limitante para a observacdo do
conteudo fendlico das plantas (Agostini-Costa et al., 2003).

Este resultado corrobora com trabalhos (Oliveira, 2005; Zielinski e
Kozlowka, 2000) que demonstram que ndo ha nenhuma correlacdo entre a
atividade antioxidante e o conteudo fendlico de extratos de diferentes plantas.
Esse mesmo fato foi relatado por Kahkonen et al. (1999) e Maillard e Berset
(1995). Isso indica que podem existir outras substancias, além das fendlicas
gue podem estar agindo como sequestradoras de radicais livres.

De acordo com Moure e colaboradores (2001), os polifendéis poliméricos
sdo antioxidantes mais potentes do que os fendlicos monoméricos. Isto
significa que os taninos condensados e galicos (hidrolisaveis) possuem maior
habilidade antioxidante.

E possivel também que a atividade antioxidante observada no extrato
metandlico e 0s conjuntos mais ativos possam estar relacionados com

inUmeras substancias, além das fendlicas presentes nos extratos.
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5.6- Atividades Imunofarmacolégicas

5.6.1- Atividade do extrato metandlico na inibicdo da producéo de NO por
macrofagos RAW 264.7

O 6xido nitrico (NO) € uma molécula gasosa simples, encontrada no ar
atmosférico em baixas concentracdes, altamente tdéxica por ser um radical livre,
0 que o torna um agente quimico altamente reativo (Muzitano, 2006; Flora-Filho
e Zilberstein, 2000). A producdao fisiologica 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 cronica (Wadsworth e
Koop, 2001).

Até meados da década de 1980, o NO era considerado apenas membro
de uma familia de poluentes ambientais indesejaveis e carcindgenos
potenciais. Atualmente, o NO constitui um dos mais importantes mediadores de
processos intra e extracelulares (Muzitano, 2006; Dusse et al., 2003).

Um mecanismo de acdo proposto para o extrato de Schinus
terebinthifolius baseia-se na sua capacidade em inibir a producdo de O6xido
nitrico pelos macréfagos. Os compostos capazes de inibir a producdo de NO,
pela supressdo da expressdo ou da atividade da INOS, possuem alto potencial
como agentes anti-inflamatorios (Hamalainen et al., 2007).

Inicialmente foi avaliada a capacidade do extrato metandlico em inibir a
producéo de 6xido nitrico por macr6fagos RAW 264-7 estimulados com LPS (1

pg/mL) em trés diferentes concentragdes, 500, 100 e 20 pyg/mL (Figura 48).
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Figura 48: Efeito do extrato das cascas dos frutos da aroeira na inibicdo da
producdo de NO por macrofagos RAW 267.4 (n=3). (**P<0,001).

Pode—se notar na Figura 48 que na maior concentragdo, a quantidade
de NO produzida foi de 5,3 + 0,3 yM, e que mesmo na concentragao de 100
pg/mL a quantidade de NO produzida foi de 5,0 £ 0,2 yg/mL. Estes dados
comprovam capacidade do extrato em inibir o aumento dos niveis de NO na
cultura de macrofagos estimulados.

Podem ser encontrados alguns relatos na literatura relativos a extratos e
substancias de origem vegetal capazes de inibir a producdo de NO por
macrofagos, como por exemplo, os flavonéides quercetina, rutina, wogonina,
apigenina (Kim, et al., 2004) bem como algumas saponinas e esterdides
(Tewtrakul e Itharat, 2007).

Com o intuito de verificar o tempo em que o extrato é capaz de inibir a
producdo de NO por macréfagos, foi realizado um experimento em diferentes
tempos (12, 24, 36 e 48 h) (Figura 49).
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Figura 49: Inibicdo da producdo de NO por macréfagos em diferentes tempos

Como é possivel observar na figura 49, a partir de 12 horas € possivel
verificar a inibicdo da producdo de NO e que no tempo de 48h todo o NO

formado havia sido inibido.
. O extrato também foi avaliado quanto a sua citotoxidez, de acordo com

a liberacdo especifica de LDH, explicado em Materiais e Métodos (item 4.7,

pagina 42) e o resultado estd mostrado na figura 50.

100+

50+

% Liberacdo especifica

Figura 50: Percentual de liberacdo de LDH em macrofagos RAW 267.4 no

extrato das cascas dos frutos da aroeira (n=3).
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Observa-se com este resultado que o extrato metandlico na maior
concentracdo apresenta em torno de 50 % de toxidez, sendo esta toxicidade
dependente da concentracdo. Na concentracdo de 100 png/mL onde a atividade
na reducéo dos niveis de NO é ainda muito elevada (Figura 48) a citotoxidez &

ja bem reduzida (Figura 50).

5.6.2- Atividade do conjunto A3 na inibicdo da producdo de NO por

macrofagos

O conjunto A3 foi avaliado quanto a sua capacidade de inibir a producao
de oxido nitrico (NO). Este conjunto foi o Unico a ser escolhido dentro os
demais, devido ao seu elevado potencial antioxidante e de pureza do conjunto
observado por CLAE.

Observando a figura 51 pode-se notar o conjunto é capaz de inibir a
producdo de NO em macrofagos RAW 267-4 estimulados com LPS (1 pg/mL).
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Figura 51: Efeito do conjunto A3 na inibicdo da producdo de NO por
macrofagos RAW 267.4 (n=3). (**P<0,001).
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O conjunto A3, assim como 0 extrato metandlico, foi avaliado em trés
diferentes concentracdes, 500, 100 e 20 ug/mL. Este conjunto apresentou a
maior capacidade em inibir a producdo de NO, quando comparado com o
extrato, visto que nas trés concentragcdes houve quase que completa inibicao
desta producdo. Tanto a concentragédo de 500 e de 100 ug/mL, a quantidade
de NO produzida foi de 0,0 + 1,0 yM, ja a concentracédo de 20 pg/mL a
quantidade de NO produzida foi 2,3 £ 1,5 uM, ainda assim mostrando ativo em
relacdo ao controle (30 yM), o que indica a capacidade inibitéria da producao
de NO deste conjunto, o que justificaria seu potencial anti-inflamatério.

Com relacéo a toxidez, se verificou a acdo do conjunto na liberacdo da
enzima citoplasmatica lactato desidrogenase (Materiais e Métodos, item 4.7,

pagina 42), e o resultado esta mostrado na figura 52.
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Figura 52: Percentual de liberacdo de LDH em macré6fagos RAW 267.4 no
conjunto A3 (n=3).

Observa-se com este resultado que o conjunto A3 é muito semelhante
ao extrato metandlico, apresentando sua maior toxidez na maior concentragcao
(500 pg/mL) em torno de 50 %, e menos téxicos nas concentragdes mais

baixas.
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5.6.3- Mecanismo de acdo do extrato e conjunto A3 na inibicdo da

producao de NO por macroéfagos

Com o intuito de verificar qual o mecanismo responsavel pela
capacidade de inibir a producéo de NO, foram realizados dois experimentos:

1) Inibicdo da atividade da enzima iINOS, realizando um experimento
tempo-dependente.

2) Com o doador de 6xido nitrico, nitroprussiato de sédio (SNP);

Para o experimento tempo-dependente, inicialmente ocorre o estimulo
com LPS (expresséo da INOS) e depois foram acrescentados o extrato e o
conjunto A3 (Figura 53), com o objetivo de verificar se ocorreu a inibicao da
atividade da iNOS, visto que sua expressao ja havia ocorrido.

O experimento com o doador de 6xido nitrico, nitroprussiato de sédio
(SNP) foi utilizado com o objetivo de verificar se a inibicdo da producdo de NO,

se deu por intermédio do sequestro do NO produzido (Figura 54).
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Figura 53: Avaliagdo tempo-dependente da producdo de NO por macrofagos
RAW 267.4 (n=3). (**P<0,001).
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Figura 54: Sequestro de NO doado pelo SNP

De acordo com a Figura 53, se pode notar que o efeito inibitério da
producdo de NO foi verificado no extrato (10,0 £ 4,4 uM) em todas as
concentracfes testadas. Com relacdo ao conjunto A3, a quantidade de NO
produzida para as concentragdes de 500 e 100 pg/mL foi em torno de 0,0 + 2,0
MM, e na concentragdo de 20 ug/mL a quantidade foi de 34,0 + 4,2 uM apéds os
macrofagos ja terem sido estimulados pela presenca do LPS 12 horas antes.

Foi possivel observar na Figura 54 que o extrato sequestra de forma
significativa o NO formado (5,7 + 5,1 uM), e que o conjunto A3 o sequestra
completamente (0,0 £ 4,7 yM) contribuindo para a reducdo do mesmo quando
produzido pelos macrofagos em condicfes pré-inflamatarias.

Com estes resultados, ainda ndo é possivel definir qual o mecanismo de
acao do extrato e do conjunto, mas pode-se afirmar que as amostras da aroeira
ndo atuam unicamente através da inibicdo da expressdo da iNOS, podendo
estar envolvidos também na inibicdo da sua atividade, e também no sequestro

do NO formado, possuindo um alto potencial como agente anti-inflamatério.
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5.6.4- Atividade da substancia ST-1 na inibicdo da producao de NO por

macrofagos

A substancia ST-1 foi avaliada em cinco diferentes concentracdes (100;
20; 4; 0,8 e 0,16 pg/mL). Sua capacidade em inibir a produgédo de NO esta

mostrada na figura 55.
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Figura 55: Efeito da substancia ST-1 na inibicdo da producdo de NO por
macrofagos RAW 267.4 (n=3). (**P<0,001).

Pode-se notar que a substancia ST-1 (apigenina) mostrou-se com
potencial anti-inflamatério. Esta foi avaliada em concentracées menores que o
extrato e o conjunto devido a sua pureza, e até mesmo na concentracao de 0,8
pg/mL, esta substéncia inibiu significativamente a produ¢cdo de NO. Todos
estes resultados demonstram que com a purificacdo do extrato, foi possivel
obter fracOes mais ativas na inibicdo da producao de NO.

Em relacdo a toxidez, esta substancia mostrou um percentual de
liberacdo especifica menor que 10% (Figura 56), fato este que comprova a sua
baixa citotoxidade, este resultado demonstra que com a purificacdo do extrato

e do conjunto A3 obteve uma amostra purificada, ativa e sem toxidez.
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Figura 56: Percentual de liberacdo de LDH em macrofagos RAW 267.4 na
substancia ST-1 das cascas dos frutos da aroeira (n=3).

Apesar da baixa atividade antioxidante quando comparada a outros
flavonoides, a apigenina é uma flavona amplamente distribuida no reino
vegetal, que apresenta uma variedade de atividades farmacolégicas, incluindo
reducdo de dermatite atopica (Yano, et al., 2008), hipotensao (Loizzo, et al.,
2007), anti-inflamatério, onde sua atividade € na inibicAo de mediadores
inflamatorios, como o éxido nitrico e protaglandina E». As enzimas 6xido nitrico
sintase induzida (iINOS) e ciclooxigenase (COX) séo significativamente inibidas,
em modelo in vitro, utilizando duas diferentes linhagem de macré6fagos murinos
(RAW 264.7 e J774 A.1) induzidas por LPS (Raso, et al., 2001).

No trabalho de Rougee e colaboradores (2005) foi discutida a atividade
da apigenina em eliminar citocinas pro-inflamatorias a baixas concentragdes.

Outros autores relatam os efeitos antitumorais em diversas células com
cancer, incluindo de préstata, cdlon e de mama, além de apresentar baixa

toxicidade (Raso, et al., 2001). Todos os resultados obtidos neste trabalho de



95

dissertacdo de mestrado corroboram com as atividades encontradas na
literatura, mostrando o potencial antioxidante e anti-inflamatério desta
substancia e extrato. Outros experimentos serdo realizados posteriormente
para melhorar elucidagdo do mecanismo de acédo dos extratos e fracbes das
cascas dos frutos da aroeira.
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6. RESUMO E CONCLUSOES

Neste trabalho se avaliou o perfil quimico das cascas dos frutos de
aroeira (Schinus terebinthifolius Raddi), a medida da quantificacéo da atividade
antioxidante, e da capacidade de inibir a producdo de 6xido nitrico (NO) por
macrofagos, o que em tese pode justificar seu uso popular como anti-
inflamatorio e um possivel alimento funcional. Para a obtencéo do extrato bruto,
as cascas dos frutos de aroeira foram separadas das sementes e submetidas a
extragdo exaustiva com metanol. Os fracionamentos cromatogréficos foram
utilizados com o intuito de se obter uma substancia purificada e para o
conhecimento do perfil quimico do extrato. Apds a purificacdo da substancia
isolada, esta foi enviada ao RMN para sua elucidacéo estrutural. O extrato,
conjuntos, substéncia isolada e padrdes quimicos foram avaliados quanto sua
atividade antioxidante. Foram realizadas as analises de taninos e fenois totais
das cascas e dos frutos de aroeira. O extrato, a substancia isolada e o conjunto
que apresentou melhor atividade antioxidante foram submetidos a analise
imunofarmacoldgica. As principais conclusées do estudo podem ser assim

resumidas:

6.1- Avaliacao do perfil quimico do extrato metandlico

O extrato metandlico das cascas dos frutos de aroeira quando avaliados

por CLAE, apresentou um pico majoritario no tempo de retencdo em 10,667
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minutos, e trés picos com caracteristica para flavonéides com tempos de 26,30;
27,81 e 29,81 minutos. Foram utilizados dois padrbées de substancias fendlicas
nesta analise (quercetina e rutina), com o objetivo de direcionar as analises por
CLAE, e foi observada a presenca destes dois flavonoides no extrato, em
concentracfes minoritarias. Depois de realizadas técnicas cromatograficas de
separacdo de substancias, foram obtidos conjuntos dos quais, 0s trés picos
majoritarios foram isolados, e destes a substancia purificada (ST-1) foi enviada
para RMN, e foi elucidada sua estrutura, e que de acordo com dados
espectroscopicos foi identificada como a apigenina neste extrato.

6.2- Avaliacdo da atividade antioxidante

O extrato, conjuntos, ST-1 e padrdes foram avaliados quanto sua
atividade antioxidante, e em uma escala de capacidade de sequestro de
radicais livres, a sequéncia seria: Extrato metanolico > A3 > A1 > A2 > ST-1. O
extrato metandlico e o conjunto A3 obtiveram uma capacidade antioxidante
superior a 90 %. A substancia isolada neste trabalho provavelmente
apresentou a menor capacidade antioxidante, devido sua estrutura quimica,
pois flavondides que se apresentam hidroxilados, principalmente nas posi¢cées
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 aos flavonoides é a presenca de dupla ligacdo entre os carbonos
C-2 e C-3 (Harborne e Williams, 2000), e a apigenina apresenta a dupla ligacao
entre os carbonos C-3 e C-4, e a hidroxila no carbono 5, 7 e 4’, porém esta

aglicona ndo apresenta o grupo OH nos demais carbonos.

6.3- Avaliacdo do teor de taninos e fendis totais nas cascas e frutos de

aroeira

Foi possivel observar que os teores de taninos condensados se
concentram nas cascas dos frutos de aroeira, visto que os resultados das

cascas e dos frutos apresentaram valores semelhantes. Os teores de taninos



98

condensados das sementes variam entre 2 a 5%, entre as diferentes espécies,
e para este estudo foram encontrados em torno de 2,7 % de taninos. Nao
foram detectados os teores de taninos hidrolisaveis nos frutos e nas cascas de
aroeira.

Com relacdo ao teor de fendis totais, estes se concentram nas cascas
dos frutos de aroeira, e em baixa concentracdo. Este fato indica que nédo ha
nenhuma correlacédo entre a atividade antioxidante e o contetdo fendlico dos

frutos de aroeira.

6.4- Avaliacao da atividade Imunofarmacologica

O extrato, conjunto A3 e ST-1 apresentaram atividade na inibicdo da
producdo de NO. No extrato metandlico, a quantidade de NO produzida foi em
torno de 5,3 + 0,3 uM. Com relacédo ao conjunto A3, este mostrou maior
capacidade de inibir a producdo de NO, visto que nas trés concentracfes
houve quase que completa inibigdo desta producdo (0,0 £ 1,0 uM, e a
concentragcédo de 20 ug/mL a quantidade de NO produzida foi 2,3 + 1,5 uM). A
substancia ST-1 apresentou inibicdo da producdo de NO até mesmo ha
concentracao de 0,8 uyg/mL. Com relagao a toxidez, o extrato e conjunto A3
apresentaram em torno de 50 % de toxicidade na concentragdo de 500 pg/mL,
sendo esta toxidez diminuida, nas menores concentracdes e com a purificacdo
do extrato. Com relacdo ao mecanismo de acédo, e com o0 objetivo de verificar
se o0 extrato sequestra o NO, ou se atua em nivel enzimatico, se pode observar
gque tanto o extrato, quanto o conjunto A3 sequestram de forma significativa o
NO formado (5,7 + 5,1 pM; 0,0 + 4,7 uM, respectivamente). Apds os
macrofagos terem sido estimulados pela presenca do LPS 12 horas antes, se
pode notar que o efeito inibitério da producdo de NO foi verificado no extrato e
no conjunto (10,0 + 4,4 uM; 0,0 £ 2,0 yM respectivamente). Com estes
resultados, ainda néo é possivel definir qual o mecanismo de ac&o do extrato e
do conjunto, pois podem inibir a atividade da INOS e também sequestrar o NO

formado, possuindo um alto potencial como agente anti-inflamatério.
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