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RESUMO

ANALISE FITOQUIMICA E ATIVIDADE FARMACOLOGICA
in vitro e in vivo DE Schinus molle L.

AUTORA: Marina Ortiz Lovatto
ORIENTADORA: Prof? Dr2. Melania Palermo Manfron

A espécie S. molle L. € amplamente distribuida no Rio Grande do Sul. As
partes aéreas da S. molle sao utilizadas popularmente para diferentes finalidades
terapéuticas como anti-inflamatéria, anti-hemorragica, antisséptico, laxativo leve,
adstringente, antiasmatica, estimulante digestivo, disturbio menstrual, diurético e
ténico. A necessidade de buscar novas alternativas terapéuticas para doencas
respiratorias, de preferéncia, com o minimo de efeitos colaterais, justifica este
trabalho, tanto pelo ponto de vista do interesse cientifico, quanto pelo social. O
presente trabalho teve por objetivo obter o extrato bruto das folhas de S. molle pelo
processo de maceracdo, realizar analise fitoquimica, identificar e quantificar
compostos presentes no extrato, avaliar atividades bioldgicas, como atividade anti-
inflamatdria e antimicrobiana, bem como, avaliar cito e genotoxicidade e potencial
antioxidante frente as espécies reativas de oxigénio e nitrogénio. O extrato de S.
molle apds as analises apresentou concentragdes de 79,14; 231,67; 52,65 mg de
equivalentes/g de extrato que foram determinadas por dosagens fitoquimicas no
extrato de S. molle para fendis totais, taninos e flavonoides, respectivamente. A S.
molle mostrou-se capaz de capturar espécies reativas de oxigénio e nitrogénio com
capacidade antioxidante com 1C50=30,54+0,41 ug/mL. Nao apresentou citotoxicidade
e genotoxicidade, sendo um indicativo de seguranga. A atividade antimicrobiana foi
nao significativa frente aos microrganismos Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa e Mycobaterium tuberculosis, M. abcessus, M.
massiliense, M. fortuitum e M. smegmatis. O extrato ndo demostrou alteracbes
hematolégicas, mesmo no grupo induzido pleurisia com carragenina 2%. Os
flavonoides rutina (58,63 mg/g) e quercetina (0,665 mg/g) foram identificados e

quantificados.

Palavras-chave: Planta medicinal. Caracterizagdo quimica. Potencial terapéutico.
Pleurisia.



ABSTRACT

PHYTOCHEMICAL ANALYSIS AND PHARMACOLOGICAL ACTIVITY

in vitro and in vivo OF Schinus molle L.

AUTHOR: Marina Ortiz Lovatto
ADVISOR: Prof®. Dr2. Melania Palermo Manfron

The species S. molle L. is widely distributed in Rio Grande do Sul. The aerial
parts of S. molle are popularly used for different therapeutic purposes as anti-
inflammatory, anti-haemorrhagic, antiseptic, mild laxative, astringent, anti-asthmatic,
digestive stimulant, menstrual, diuretic and tonic disorder. The need to seek new
therapeutic alternatives for respiratory diseases, preferably with minimal side effects,
justifies this work, both from the point of view of scientific and social interest. The
present work aimed to obtain the crude extract of S. molle leaves by the maceration
process, perform phytochemical analysis, identify and quantify compounds present in
the extract, evaluate biological activities, such as anti-inflammatory and antimicrobial
activity, as well as evaluate cyto and genotoxicity and antioxidant potential against
reactive oxygen and nitrogen species. S. molle extract after analysis showed
concentrations of 79,14; 231,67; 52,65 mg equivalents/g of extract that were
determined by phytochemical dosages in S. molle extract for total phenols, tannins
and flavonoids, respectively. S. molle was able to capture reactive oxygen and
nitrogen species with antioxidant capacity with IC50 = 30.54 + 0.41 ug/mL. It did not
present cytotoxicity and genotoxicity, being a safety indicator. Antimicrobial activity
was not significant in relation to the microorganisms Kilebsiella pneumoniae,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa and Mycobaterium tuberculosis, M.
abcessus, M. massiliense, M. fortuitum and M. smegmatis. The extract showed no
hematological alterations, even in the group induced pleurisy with 2% carrageenan.
The flavonoids rutin (58,63 mg/g) and quercetin (0,665 mg/g) were identified and

quantified.

Keywords: Medicinal plant. Chemical characterization. Therapeutic potential.

Pleurisy.
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1 INTRODUGAO

A utilizagao de plantas medicinais € um dos recursos mais antigos utilizados
na terapéutica, seja para prevengao, cura ou tratamento de doengas. Para muitas
comunidades e grupos étnicos o uso de plantas medicinais € o Unico recurso
terapéutico para o tratamento de enfermidades (MACIEL et al., 2002). Desde 1978
os medicamentos fitoterapicos sao reconhecidos como recurso terapéutico pela
Organizagdo Mundial da Saude (OMS), que incentiva os paises membros da
Organizacdo das Nagdes Unidas (ONU) a utilizagdo dos seus conhecimentos
tradicionais sobre plantas medicinais como recursos terapéuticos viaveis (MAIDANA;
GONZALEZ; DEGEN DE ARRUA, 2015).

Apesar de ao longo do tempo os medicamentos sintéticos e semissintéticos
terem sidos aprimorados e estarem mais presentes no cotidiano de parte da
populacdo, o uso de plantas medicinais supre os obstaculos que a populagdes
carentes encontram na utilizagdo desses medicamentos. Dentre esses obstaculos
podemos citar a dificuldade de acesso a assisténcia médica e farmacéutica, como
também o custo dos medicamentos industrializados (VEIGA JR., PINTO e MACIEL,
2005; DA SILVEIRA, BANDEIRA e ARRAIS, 2008;).

A preferéncia na utilizagado de plantas medicinais decorre entre outros fatores
da facilidade de obtencao e do custo de producdo. As plantas apresentam ampla
diversidade de metabdlitos secundarios com diferentes atividades bioldgicas (LAPA
et al., 2007). Tendo em vista que alguns compostos originados de plantas nao
podem ou nunca foram sintetizados, o estudo fitoquimico é importante para a
descoberta de novos principios ativos.

Dentre os metabdlitos secundarios podemos citar os compostos fendlicos,
como polifenois, flavonoides, taninos e xantinas. Esses metabdlitos encontrados nas
espécies vegetais sdo responsaveis por inumeras atividades, como anti-inflamataria,
antioxidante, anticarcinogénica, hipoglicemiantes, musculos relaxantes e
estimulantes do sistema nervoso central (CALIXTO, 2019).

As plantas medicinais devem ser tratadas com atencgéo, cada uma tem
uma orientagdo especifica para o uso, e diferentemente dos medicamentos
industrializados, ndo possuem bula para prestar maiores esclarecimentos sobre o

produto, algumas plantas, a populagdo as utiliza desconhecendo o seu potencial



14

toxico; ou ainda nao informando aos médicos o0 uso destas, o que contribui para a
ocorréncia de interagcbes medicamentosas (SECOLI, 2010).

A S. molle (Anacardiaceae) também conhecida como anacauita ou aroeira-
mansa é uma arvore originaria do Peru e se encontra como nativa no Brasil,
Uruguai, Argentina e outros paises da regido Andina. E usualmente empregada em
paisagismo e arborizagdo de ruas e avenidas, uma vez que é de pequeno porte e
apresenta frutos vermelhos vistosos, além de ser resistente a varias condicbes
climaticas (BACKES; NARDINO, 2002).

Na medicina popular a S. molle é utilizada devido suas ag¢des antibacteriana,
antiviral, antisséptica tdpica, antifungica, antioxidante, anti-inflamatéria. Também
relatam-se propriedades analgésicas, antidepressivas e estimulantes, além do uso
para tratamento de reumatismos, distirbios menstruais e respiratorios, dores de
dente e infecgdo do trato urinario (ALBA; BONILLA; ARROYO, 2009; MARTINS et
al., 2014).

A cultura popular fornece indicagdes importantes para o meio cientifico a
respeito da utilizacdo de espécies nativas, assim o conhecimento tradicional, é de
grande valia antes do aprofundamento cientifico. O valor dos recursos naturais,
geralmente, é descoberto pela populagdo e quando apropriadamente investigado,
pode levar a descoberta ou indicagdo de um novo produto/medicamento (CALIXTO,
2019).

O estudo da S. molle se justifica pelo seu uso como anti-inflamatério no
sistema respiratorio, por ser uma planta frequente no estado do Rio Grande do Sul e

levando-se em conta a tendéncia mundial no uso de fitoterapicos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Estudar a partir do extrato bruto hidroetandlico 70% (EXB) das folhas da S.

molle, a composigao fitoquimica e atividades farmacoldgicas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Dosear, fendis totais, taninos e flavonoides;
- Avaliar atividade antioxidante, citotoxica, genotoxica, antimicrobiana, anti-
inflamatoéria;

- Identificar os flavonoides rutina e quercetina no extrato de S. molle.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1  PLANTAS MEDICINAIS

As plantas foram importantes no desenvolvimento da sociedade, além de
fazerem parte da vida humana desde seus primérdios. O uso de plantas no
tratamento e na cura de enfermidades ocorre desde a antiguidade, o ser humano as
utiliza para satisfazer suas necessidades basicas de sobrevivéncia (alimento, fonte
de calor, abrigo, etc.). Assim, ao longo do tempo as plantas foram uma das
principais fontes de tratamento na terapéutica (MACIEL et al.,, 2002; CALIXTO,
2019).

O Brasil sendo um pais de rica biodiversidade teve na cultura indigena a
principal disseminadora do uso de plantas medicinais. A partir da colonizacao, os
conhecimentos da flora local a respeito de plantas medicinais e suas aplicacbes
foram fundidos com os conhecimentos europeus e africanos (BRASIL, 2006).

Até o século XIX o0s recursos terapéuticos eram constituidos
predominantemente por plantas e extratos vegetais. Entretanto, o desenvolvimento
de farmacos sintéticos, no inicio do século XX, favoreceu o desuso de plantas na
terapéutica, devido a maior confiabilidade no efeito desejado (SCHENKEL;
GOSMANN; PETROVICK, 2007). Atualmente, os produtos de derivados naturais sao
recursos importantes para as industrias farmacéuticas, principalmente no
desenvolvimento de novos farmacos (CALIXTO, 2019).

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) “As plantas
medicinais sdo aquelas capazes de aliviar ou curar enfermidades e tém tradigao de
uso como remédio em uma populagao ou comunidade”. Assim, o principio ativo das
plantas medicinais € o ponto comum entre o uso destas na antiguidade na forma de
preparagdes caseiras e 0 seu uso na forma industrializada (ANVISA, 2004). Lorenzi
e Matos (2008) destacam que € o principio ativo que “tem a propriedade de provocar
reacdes benéficas ou maléficas no organismo, capazes de resultar na recuperagao
ou n&o da saude”.

As plantas mostram-se como importante fonte de produtos naturais
biologicamente ativos, pois similarmente aos microrganismos produzem uma grande
diversidade de compostos quimicos (CALIXTO, 2019). Esses produtos constituem

modelos para a sintese de um grande numero de farmacos, além de possuirem
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ampla diversidade quanto a estrutura, propriedades fisico-quimicas e bioldgicas, o
que chama a atencdo de pesquisadores (SCHENKEL; GOSMANN; PETROVICK,
2007).

Considerando as plantas medicinais como instrumentos importantes da
assisténcia farmacéutica, a OMS expressa através de comunicados e resolucgdes, a
necessidade de valorizar o uso de plantas medicinais (MAIDANA; GONZALEZ;
DEGEN DE ARRUA, 2015). Assim, em 22 de junho de 2006, o governo federal
brasileiro aprovou a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF)
que estabelece acbes pelos diversos parceiros, em torno de objetivos comuns
voltados a garantia do acesso seguro e uso racional de plantas medicinais e

fitoterapicos em nosso pais (BRASIL, 2009).

3.2 METABOLITOS

Os vegetais produzem compostos quimicos que sdo responsaveis entre
outras fungdes pelo crescimento e sobrevivéncia deles, esses compostos sao
classificas em dois grupos: metabdlitos primarios e metabdlitos secundarios. Os
metabdlitos primarios sdao macromoléculas responsaveis pelas funcbes essenciais
dos vegetais, como o crescimento, desenvolvimento e manutengao das células. Sao
exemplos de metabdlitos primarios os lipidios, proteinas, carboidratos e acidos
nucleicos. Metabdlitos secundarios sdo micromoléculas responsaveis pelas fungdes
adaptativas dos vegetais, como protecdo e sobrevivéncia das espécies. Sao
exemplos desses alcaloides, compostos fendlicos e terpenoides (VIZZOTTO;
KROLOW; WEBER, 2010).

A formagado dos metabdlitos secundarios ocorre a partir do metabolismo da
glicose por via dos intermediarios, acido chiquimico e acetato (Figura 1). Os
metabdlitos secundarios podem ser resultado de combinagdes entre uma unidade de
acido chiquimico uma ou mais unidades de acetato ou derivados deste, como as
antraquinonas, os flavonoides e os taninos condensados. Podem ser encontrados na
forma livre as chamadas agliconas, ou estarem ligados a uma ou mais unidades de
acucar os denominados heterosideos. Os aminoacidos aromaticos precursores dos
metabdlitos secundarios aromaticos, sao derivados do acido chiquimico
(SCHENKEL; GOSMANN; PETROVICK, 2007; VIZZOTTO; KROLOW; WEBER,
2010).
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Figura 1: Ciclo biossintético dos metabdlitos secundarios.
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Fonte: SIMOES et al., 2007, p. 411.

Os metabdlitos secundarios sdo de grande interesse farmacolégico, uma vez
que sdo biologicamente ativos. Por esse motivo as plantas apresentam grande
importancia comercial, principalmente nas industrias farmacéuticas, alimenticias e do
ramo de cosméticos (NAKATA et al.,, 2018). Metabdlitos de plantas podem
apresentar diferentes atividades, como por exemplo: antioxidante, antimicrobiana,
fungicida, inseticida, etc (DOS SANTOS et al.,, 2010; MARTINS et al.,, 2013;
MAZIERO et al., 2019).

Em determinados grupos de plantas, os metabdlitos secundarios sé&o
encontrados em concentragcdes relativamente baixas. A sua producdo pode ser
influenciada por diversos fatores: sazonalidade, ritmo circadiano, desenvolvimento,
temperatura, disponibilidade hidrica, radiacdo ultravioleta, altitude, poluicdo
atmosférica e indugéo por estimulos mecéanicos ou ataque de patégenos (GOBBO-
NETO; LOPES, 2007).
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3.2.1 Compostos Fendlicos

Os compostos fendlicos incluem uma grande variedade de estruturas, sejam
elas simples ou complexas (acidos fendlicos, cumarinas, flavonoides, taninos,
lignanas e ligninas). Caracterizam-se por pelo menos um anel aromatico, o qual esta
substituido por pelo menos um grupamento hidroxila. SGo compostos normalmente
soluveis em agua e solventes organicos, pois a maior parte ndo € encontrada na sua
forma livre na natureza, mas sim como ésteres ou heterosideos. Devido a sua
capacidade de inibir a peroxidacéo lipidica e a lipoxigenase in vitro, justifica-se o uso
desses compostos como antioxidantes (CARVALHO; GOSMANN; SCHENKEL,
2007; SOUZA et al., 2007).

3.2.2 Taninos

Os compostos antissépticos que impedem o desenvolvimento de
microorganismos, geralmente sdo taninos, pois quando se complexam com as
proteinas precipitam-se nas células superficiais das mucosas e tecidos devido a
formagdo de uma camada protetora (DIAS; SOUZA; ALSINA, 2011). Os taninos,
também metabdlitos secundarios, sdo soluveis em agua e importantes como
componentes gustativos, sendo responsaveis pela adstringéncia de frutos e
produtos vegetais, a qual é gerada pela complexagdo desses com as proteinas
(SILVEIRA, 2014).

Classificados quanto sua estrutura quimica sio divididos em taninos
hidrolisaveis e condensados. Os hidrolisaveis podem ser divididos em galotaninos e
elagitaninos, os quais sao derivados da esterificagdo da glicose com o acido galico
(Figura 2) e elagico (Figura 3), utilizados principalmente para curtir couro. Os
elagitaninos sdo encontrados em alimentos e derivam da policondensacédo de duas
ou mais unidades de flavan-3-ol e flavan-3,4-diol (SANTOS; DE MELLO, 2007).
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Figura 2: Estrutura Acido Galico.
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Fonte: SIMOES et al., 2007, p. 522.

Figura 3: Estrutura Acido Elagico.

Fonte: SIMOES et al., 2007, p. 521.

3.2.3 Flavonoides

S&o compostos fendlicos cuja sintese ndo ocorre na espécie humana,
entretanto sdo substancias naturais que fazem parte da nossa dieta e sao
encontradas em abundancia na natureza. A maioria dos representantes dessa
classe possui seu nucleo fundamental (Figura 4) com 15 &tomos de carbono, o qual
€ constituido de duas fenilas ligadas por uma cadeia de trés carbonos (ZUANAZZI;
MONTANHA, 2007). Os flavonoides contribuem para conservagao da saude e o
prolongamento da vida util de produtos, pois apresentam atividade antioxidante, a
qual se caracteriza por manter um sistema oxidativo controlado (CIAPPINI et al.,
2013).
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Figura 4: Nucleo fundamental dos flavonoides e sua numeracéo.

Fonte: SIMOES et al., 2007, p. 579.

Metabdlitos secundarios ndo estdo presentes universalmente entre as
plantas, expressando a individualidade de familias, géneros e, até mesmo, espécies.
Sendo assim, sdo chamados principios ativos vegetais as substancias responsaveis
pelo efeito medicinal de uma planta, porém dependendo da dose administrada, o
efeito deixa de ser terapéutico e passa a ser téxico (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

3.3 FAMILIA ANACARDIACEAE

Sendo uma das maiores familias da ordem Sapindales, apresenta uma
distribuicdo predominantemente nas regides tropicais e subtropicais. No Brasil
destacam-se os géneros Anacardium occidentale, o cajueiro, natural da regido
amazébnica; Spondias spp, 0s cajas; Spondias tuberosa, o umbu, da regiao
Nordeste; e o género Schinus da regiao Sul, entre outros, ocorrendo assim, cerca de
15 géneros e 700 espécies (SOUZA; LORENZI, 2005).

A familia Anacardiaceae tem sido descrita com diferentes atividades
farmacologicas como antiviral, antimicrobiana e anti-inflamatéria, para o género
Manfigera da manga. O género Rhus apresenta atividade antimalarica, antiviral e
citotoxica, tendo expressiva atividade biolégica (SILVA; OLIVEIRA; LIMA, 2015). A
Schinus terebinthifolius, é utilizada na medicina popular como antioxidante, anti-
inflamatdria, antialérgica, anticancerigena, adstringente, antidiarreica, depurativa,
diurética (SILVA et al., 2017).
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3.3.1 Schinus molle

Originaria do Peru a espécie S. molle encontra-se como nativa no Brasil,
Uruguai, Argentina e outros paises da regido Andina. Popularmente conhecida como
“anacauita”, “aroeira”, “aroeira mansa” (diferenciada da Schinus terebinthifoluis —
aroeira brava - por ndo causar alergias), “aroeira periquita”, “aroeira salsa”,
“pimenteiro”, entre outras denominacdes, a S. molle € uma espécie amplamente
distribuida no estado do Rio Grande do Sul (Figura 5) (BACKES; NARDINO, 2002).

LORENZI (2008) apresenta como caracteristicas morfologicas da espécie S.
molle altura de 4-8 m, com caule com 25-35 cm de didmetro, revestido por casca
com ritidoma escamoso. Folhas compostas, sem espiculas, péndulas, com 9-25
foliolos linear-lanceolados a lineares, subcoriaceos, glabros, de margem serreada,
de 3-8 cm de comprimento. Inflorescéncias paniculadas terminais e axilares; flores

amareladas, pouco vistosas, actinomorfas, diclamideas.

Figura 5: S. molle — Aspecto Geral.

Fonte: Flora Digital do Rio Grande do Sul e de Santa Catarina. Disponivel em:
http://www.ufrgs.br/fitoecologia/florars/open_sp.php?img=11225. Acesso em 01/12/2018.

Pelas caracteristicas a S. molle € uma arvore usualmente empregada na
arborizagdo urbana e no paisagismo, ja que seus frutos sdo drupas globosas
vermelhas bem vistosas (LORENZI, 2008). Seus frutos apresentam aroma de

pimenta, sendo utilizados na adulteracdo ou como substituto da pimenta do reino
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(BACKES; IRGANG, 2009). A casca e as folhas secas (Figura 6) sao utilizadas no
Brasil contra febres, problemas do trato urinario, contra cistites, uretrite, blenorragia,
tosse e bronquite, problemas menstruais com excesso de sangramento, além de
gripe, diarreia e inflamagdes em geral (LORENZI; MATOS, 2008).

Figura 6: S. molle — Folhas.

Fonte: Flora Digital do Rio Grande do Sul e de Santa Catarina. Disponivel
em:<http://www.ufrgs.br/fitoecologia/florars/open_sp.php?img=9403>. Acesso em 01/12/2015.

Estudos apontam que o 6leo essencial da S. molle mostra-se mais promissor
como antifungico do que como antimicrobiano, e que pomadas a base do o6leo
contribuem para a cicatrizagdo de feridas (ALBA; BONILLA; ARROYO, 2009). Os
estudos de repelentes e inseticidas aumentaram, devido aos surtos de epidemias
associadas a doencas transmitidas por mosquitos. Os efeitos do éleo de frutos e
folhas de S. molle como repelentes e inseticidas estdo associados ao cis-menth-2en-
1-ol e ao trans-piperitol (CHIFFELLE et al., 2013).

3.4 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)

A CLAE realiza analises qualitativas e quantitativas, de varios tipos de
amostras com inumeros compostos presentes. Utiliza como fase estacionaria
pequenas colunas previamente preparadas e a fase movel, liquido que é eluido sob
alta pressdao. Com a capacidade de separar, identificar e quantificar compostos; a

CLAE é uma das ferramentas mais utilizadas em quimica analitica, pois proporciona
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curto tempo de analise, alta resolugao, eficiéncia e sensibilidade (ENGIDA et al.,
2013).

Como principais fontes de variagado e necessidade de ajuste e/ou corregédo na
analise por CLAE estao: o tipo de coluna utilizada, o volume de injegéo, a propor¢ao
e o tipo de fase movel utilizada, o tempo de analise, o tipo detector utilizado e o pré-
preparo da amostra (LANCAS, 2012). Entretanto é uma técnica amplamente
utilizada para analise de drogas, extratos vegetais, aminoacidos, proteinas, acidos
nucleicos, antibidticos, etc (GASCON et al., 2010; BARCIA; JACQUES, 2014;
CASTRO et al., 2015).

O uso da CLAE facilita a analise de compostos naturais, ajudando a identificar
seus metabdlitos, moléculas normalmente responsaveis pela sua atividade biolégica.
O estudo etnofarmacolégico torna-se uma importante ferramenta para a exploragao
cientifica do conhecimento popular, pois contribui para a bioprospeccdo e
descoberta de novos farmacos, bem como para a preservagao da biodiversidade e
promocao do uso racional das plantas em combinagcdo com os farmacos disponiveis.
A pesquisa por plantas e seus metabdlitos constituem um estimulo adicional a
pesquisa de novos medicamentos fitoterapicos, o que é favorecido em nosso pais
devido a grande biodiversidade da flora brasileira (RIBEIRO; GUIMARAES, 2013;
CALIXTO, 2019).

3.5 ESPECIES REATIVAS E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A formacéao de espécies reativas de oxigénio (EROs) pode ocorrer durante os
processos oxidativos bioldégicos a partir de compostos enddgenos, assim como
podem ser originados de alguns compostos exdgenos gerando diferentes radicais
livres (RL). Utiliza-se usualmente o termo EROs, pois essa terminologia inclui os RL
e outras espécies que embora ndo possuam elétrons desemparelhados, em
decorréncia da sua instabilidade sao muito reativas (RIBEIRO et al., 2005; TESTON;
NARDINO; PIVATO, 2010).

O EROs podem ser radicais ou nao radicais de oxigénio como por exemplo:
radical hidroxila (OH"), superoxido (O"), peroxila (ROQ¢); e oxigénio (O;), perdxido
de hidrogénio (H203), acido hipocloroso (HOCI). O organismo pode sofrer agéo
constante de outras espécies reativas que se originam da combinagdo das ER com

outros atomos, como por exemplo, as espécies reativas de nitrogénio (ERNs). Entre
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as ERNSs, cita-se o 6xido nitrico (NOe), 6xido nitroso (N2O3), acido nitroso (HNO,),
nitritos (NO2’), nitratos (NOs’) e peroxinitritos (ONOO’) (BARREIROS; DAVID;
DAVID, 2006; BARBOSA et al., 2014).

Para avaliar a capacidade antioxidante de compostos naturais a metodologia
de DPPH (Radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil) esta entre as utilizadas. Os radicais
livres apresentam elétrons desemparelhados, e o DPPH possui coloragcao
purpural/violeta devido a localizacdo do seu radical livre. Quando uma substancia
antioxidante doa o elétron para o radical DPPH esse passa a ficar na forma reduzida
com coloragao violeta clara ou amarelo palido. A mudanca de coloragao resulta na
diminuicdo da absorbancia do radical, a qual € monitorada por espectrofotometria
para a determinacéo da capacidade antioxidante (OLIVEIRA, 2015).

As metodologias de Oxido nitrico e Diacetato de diclorofluoresceina permitem
avaliar a produgdo de espécies reativas de nitrogénio e oxigénio, respectivamente.
A avaliacdo do teste do 6xido nitrico permite detectar a presenca de nitrito organico
em amostras. A formacédo de coloragdo rosada quando o reagente de Griess €&
adicionado nas amostras que contém NO,, é o que detecta o nitrito formado. A
sulfanilamida presente no reagente de Griess € responsavel pela formagdo de
diazénio do nitrito da amostra. Quando o composto azo (N-1-naftilenodiamino-
bicloridrato) interage com os sais de diazénio, a coloragdo rosa aparece na amostra
(CHOI et al., 2012; NOH et al., 2015).

O teste do diacetato diclorofluoresceina utiliza o reagente diacetato de 2',7'-
diclorofluoresceina (DCFH-DA). Este composto tem a capacidade de permear a
membrana celular quando desacetilado por enzimas mitocondriais, dando origem a
2'.7'- dicloro-dihidrofluoresceina que reage com espécies reativas de oxigénio
(EROs), principalmente peroxido de hidrogénio (H»O2), produzindo a 2',7'-
diclorofluoresceina, a qual emite fluorescéncia. Quanto maior a fluorescéncia
emitida, maior a quantidade de espécies reativas de oxigénio (GUNDEL et al., 2019).

No metabolismo celular normalmente ocorre a produgcao de espécies reativas
(ER), em baixas concentragdes a producéo € benéfica para o organismo, como por
exemplo, na indugéo de resposta mitogénica e a defesa contra agentes infecciosos,
além de servirem como mensageiros de sinalizagdo. Entretanto, uma producao
elevada de ER pode levar a efeitos indesejaveis como o estresse oxidativo, que

pode acarretar em consequéncias celulares deletérias como peroxidacao lipidica,
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deformagcbes na membrana celular e desnaturagdo de proteinas (VALKO et al.,
2007; CHUANG; CHEN, 2013).

A peroxidagao lipidica (PL), conhecida pela oxigenacdo dos acidos graxos,
caracteriza-se pela cascata de reagcdes que acontece a partir da acdo de ER sobre
os lipidios insaturados do organismo. Nos sistemas biolégicos, a PL pode ocorrer de
forma enzimatica envolvendo enzimas como lipoxigenases ou de forma n&o
enzimatica envolvendo metais de transicdo ou ER (LIMA; ABDALLA, 2001).

A PL caracteriza-se por trés etapas:

) Iniciagdo: ocorre o ataque de uma ER sobre o acido graxo poli-
insaturado abstraindo um atomo de hidrogénio a partir do grupo
metileno, levando a formagao de um radical lipidico.

) Propagacao: o radical sera estabilizado por um rearranjo molecular,
que forma um dieno conjugado. O dieno, que é um radical alquila, em
meios aerobicos reage com o oxigénio formando o radical peroxido
(LOO). O radical peroxido para se estabilizar abstrai um hidrogénio
alilico de outro acido graxo gerando outro radical carbono, dando
origem a um hidroperoxido lipidico (LOOH).

) Terminacao: estabilizacao dos lipidicos livres e os peréxidos, formando
produtos mais estaveis. Entretanto como os perodxidos lipidicos sao
compostos instaveis tendem a degradar-se em produtos secundarios,
dentre os quais alguns podem ser utilizados como indicadores de
danos oxidativos, como é o caso do malondialdeido (MDA) (GROTTO
et al., 2009; SOARES et al., 2016).

O organismo possui um sistema de defesa antioxidante que tem por finalidade
contrabalancar a acdo das ER que entram em contato com o mesmo, esse sistema
pode ser enzimatico ou ndo enzimatico. O enzimatico visa impedir ou controlar a
propagacao do processo oxidativo e inclui enzimas como superoxido dismutase
(SOD), glutationaperoxidase (GPx) e catalase (CAT). O ndo enzimatico inclui
substancias de origens diversas, como a glutationa (GSH), melatonina, e os
antioxidantes obtidos pela dieta como &cido ascoérbico (vitamina C), tocoferol
(vitamina E), carotenoides e compostos fendlicos (SILVA et al., 2016).

Devido a sua estrutura quimica e suas propriedades redutoras, os compostos
fendlicos estdo entre os metabdlitos vegetais mais pesquisados e tem recebido uma

maior atengdo nos ultimos anos (VIEIRA et al., 2015). Podem agir neutralizando ou
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sequestrando ER, ou ainda quelando metais de transi¢gdo. Por apresentarem
ressonancia em seu anel aromatico, os intermediarios formados na peroxidacao
lipidica sao relativamente estaveis, assim os compostos fendlicos podem agir tanto

na etapa de iniciagdo como na de propagag¢ao do processo (SOUZA et al., 2007).

3.6  ATIVIDADE CITOTOXICA E GENOTOXICA

A genética toxicologica detecta substancias capazes de induzir mutagéo, que
caracteriza-se por alteracbes na molécula de DNA. Esta estd exposta a agentes
quimicos, fisicos e/ou biolégicos que podem danifica-la alterando suas bases, por
exemplo, por acdo de espécies reativas de nitrogénio ou oxigénio. O principal
modelo em substituicdo ao uso de animais de experimentacdo é o cultivo celular,
pois sugere se o produto em estudo pode lesar o DNA direta ou indiretamente
(QUEIROZ, 2017).

As medidas de genotoxicidade incluem danos ao DNA, mutagdes e
aberragdes cromossémicas. O Ensaio Cometa ou Single-Cell Gel Electrophoresis &
o método de eletroforese em microgel, que utilizando microscopia avalia danos e
reparos de DNA. Caracteriza-se pela sensibilidade, simplicidade, baixo custo,
pequeno uso de amostra, facil aplicagdo e curto tempo de analise, porém, sua
desvantagem € a baixa representatividade celular (BRIANEZI; DE CAMARGO;
MIOT, 2009; PEREZ-IGLESIAS et al., 2017).

A capacidade intrinseca de um material em promover alteracdo das células de
uma cultura celular, culminando ou ndo na sua morte € conhecida por citotoxicidade.
Um dos métodos para sua avaliacdo in vitro € o ensaio colorimétrico quantitativo
baseado no sal de tetrazdlio MTT (brometo de 3-[4,5-32 dimetitiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazolio). Neste as desidrogenases mitocondriais de células vivas reduzem o
anel de tetrazolio (composto de coloragdo amarela) em cristais de formazan
(composto de coloragéo azul)(QUEIROZ, 2017).

3.7 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA
O uso indiscriminado de medicamentos tem proporcionado o aumento da

resisténcia antibacteriana no panorama global. Um dos fatores preocupantes nesse

campo € que enquanto a quantidade de superbactérias aumenta, observamos uma
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reducdo no ritmo de desenvolvimento de antimicrobianos. Assim, a necessidade de
pesquisas para o desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos se faz
necessaria (GONCALVES et al., 2011).

Nesse contexto os extratos de plantas tem sido uma alternativa na busca por
novos compostos antibacterianos. O extrato de S. molle possui diferentes
propriedades terapéuticas, entre elas, a antimicrobiana. A complexidade da
composi¢ao quimica da planta faz com que certos componentes direcionem seu uso
terapéutico contra determinadas bactérias (MARTINS et al., 2014).

O extrato de S. molle apresenta atividade antibacteriana relatada contra o
micro-organismo  Staphylococcus aureus (FERNANDES, 2014). Estudos
demonstram que o 6leo essencial de S. molle apresenta resposta dependente da
dose frente aos microrganismos Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae (MEHANI; SEGNI, 2012).

Pseudomonas aeruginosa é uma bactéria com capacidade para sobreviver a
ambientes adversos ao seu crescimento, e estd presente, principalmente em
ambientes hospitalares. E uma bactéria que atinge principalmente imuno
comprometidos, e esta envolvido nas infeccdes de feridas por queimaduras, trato
urinario, cérneas, orelhas, e nos pulmdes de pacientes com fibrose cistica (TSENG
et al., 2013).

Classificada na familia das Enterobactérias, a Klebsiella pneumoniae confere
resisténcia a inUmeros antibidticos, especialmente da classe dos carbapenémicos,
devido & produgdo de carbapenemases. E restrita a0 ambiente hospitalar, costuma
acometer pacientes imuno comprometidos com extensa exposicao prévia a cuidados
de saude (MUNOZ-PRICE et al., 2013).

A Escherichia coli também pertencente a familia das Enterobactérias, é
encontrada na microbiota intestinal. E frequentemente utilizada como indicador de
poluicdo da agua, uma vez que transita por agua e sedimentos. Expressa-se como
um dos primeiros micro-organismos a habitar o corpo humano, e é a bactéria
responsavel pela maioria das infecgdes do trato urinario (RORIZ-FILHO et al., 2010;
TENAILLON et al., 2010).

Mycobacterium tuberculosis pertencente a familia Mycobacteriaceae é a
bactéria causadora da tuberculose, importante problema de salude publica. Entre
algumas das plantas com agédo antimicrobiana desse patéogeno esta a Curcuma
longa (GETAHUN et al., 2015; MARMITT et al., 2015).
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Encontram-se, também, entre as micobactérias Mycobacterium abcessus,
Mycobacterium massiliense, Mycobacterium fortuitum e Mycobacterium smegmatis.
As infeccbes causadas por M. abcessus afetam principalmente a pele e tecidos
subcutaneos, a doenga pulmonar causada por essa micobactéria é altamente
prevalente em pacientes com fibrose cistica. A infeccao geralmente é causada por
substancias contaminadas injetadas ou através de procedimentos invasivos com
equipamento ou material contaminado, apresentando-se assim, como uma
preocupacgao na area hospitalar (NESSAR et al., 2012; BERNUT et al., 2014).

Sendo um patdégeno oportunista, o Mycobacterium massiliense comumente
causa infecgbes de feridas, formacdo abcessos e pneumonia. Estudos relatam o
Mycobacterium fortuitum como agente oportunista em infeccbes causadas apoés
mesoterapia e tatuagens, além de raros casos de endocardite de protese valvar. A
Mpycobacterium smegmatis caracteriza-se por uma micobactéria de crescimento
rapido e causa raras infecgdes oportunistas em pacientes humanos, como por
exemplo, nos tecidos moles da méo (CARDOSO et al., 2008; CORLISS; TIMOTHY,
2009; DIFONZO et al.,, 2009; BOSIO et al., 2012; LAMRABET; MEDIE;
DRANCOURT, 2012; PHILIPS et al., 2014).

3.8  ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA

Segundo a OMS as doengas respiratérias afetam as vias respiratérias como
as vias nasais, os brénquios e pulmdes; e incluem desde infeccbes agudas como
pneumonites e bronquites até doengas cronicas como a Asma e Doenga Pulmonar
Obstrutiva Crbénica (DPOC). Fatores como agentes infecciosos, poluentes
atmosféricos, exposicao ativa ou passiva ao fumo contribuem para a ocorréncia e o
aumento da prevaléncia das doengas que afetam o pulmao (SOUZA et al., 2012;
FORO DE LAS SOCIEDADES RESPIRATORIAS INTERNACIONALES, 2017).

A pleurisia/pleurite € uma enfermidade que caracteriza-se por dor subita no
peito, a qual pode ser agravada pela respiragcao intensa ou tosse. Causada pela
inflamacao da pleura (membrana que reveste os pulmdes), faz com que a expiragao
do individuo afetado seja rapida e superficial. Dentre suas etiologias, a mais
frequente é a infecciosa que leva a fraqueza muscular, e por consequéncia, a
diminuicdo da forga fisica. Pacientes com enfermidades sistémicas apresentam
pleurisia em quase 10% dos casos (RONALD, 2011).
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3.8.1 Patologia e Patogenia da Pleurite

A camada dupla e muita fina que recobre os pulmdes denomina-se pleura, € é
constituida pelas pleuras visceral que envolve os pulmdes e parietal que recobre
internamente as paredes da cavidade toracica (JOHNSON, 2012). Existe uma
camada muito fina de liquido lubrificante entre as duas pleuras, que facilita o
deslizamento suave dos pulmdes dentro da caixa toracica, quando se enchem e
esvaziam de ar (YALCIN; CHOONG; EIZENBERG, 2013).

Ao sofrer inflamacdo ou infeccdo a pleura torna-se volumosa, irritada e
aspera, podendo causar dor muito intensa no peito. Sendo assim, denomina-se
pleurisia o edema (acumulo anormal de liquidos) causado por diferentes fatores.
Entre eles podemos citar os fatores primarios (infecgdes, traumas ou neoplasias) e
secundarios (processos respiratérios, cardiovasculares, enddocrinos e outros)
(JOHNSON, 2012; RONALD, 2011).

A inflamacao € uma resposta complexa (dindmica e adaptativa) que envolve
fatores bioquimicos e imunolégicos, na tentativa de proteger o organismo,
removendo estimulos prejudiciais (HANNA, 2012). O aparecimento de sinais
cardinais de inflamagao (dor, calor, vermelhidao, tumor e perda de fungdo) ocorre
devido ao processo inflamatério. O processo inflamatério caracteriza-se pela
producao e liberacdo de mediadores pré-inflamatdrios como: histamina, bradicinina,
prostaglandinas, leucotrienos e citocinas (ASHLEY; WEIL; NELSON, 2012; BATISTA
et al., 2018).

Os alérgenos sd&o um dos mecanismos capazes de ativar as células
inflamatérias e mediadores responsaveis pela inflamagdo bréonquica (GLOBAL
ASTHMA NETWORK, 2014). A resposta inflamatodria alérgica em asmaticos inicia-se
pela interacdo de alérgenos ambientais com os linfécitos T do tipo T helper (Th2),
que sdo células que apresentam os alérgenos ao sistema imunoldgico, os quais
produzem citocinas responsaveis pelo inicio e manutengao do processo inflamatorio.
As citocinas liberadas atraem para a superficie da mucosa, entre outros
granulécitos, os eosindfilos. A partir dai ocorre um dano que é uma causa de hiper-
responsividade cronica, onde a interleucina 5 (IL-5) e o fator estimulante de colénias
granulécitos-macréfagos induzem os eosindéfilos a produzir cisteinil-leucotrienos e a

liberar proteinas dos granulos que lesam o epitélio (RANG et al., 2012).
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3.8.2 Tratamento da Pleurisia

A localizagdo do processo inflamatério ou infeccioso que estd causando o
quadro de pleurisia € o primeiro passo para se estabelecer o diagndstico. A
auscultacdo permite localizar os ruidos respiratérios, de modo a predizer a
localizagdo do processo, entretanto outras técnicas mais pontuais podem ser
utilizadas, como por exemplo: radiografia de tdérax, andlises de sangue,
toracocenteses, tomografia computadorizada, ultrassom, toracoscopia e bidpsia
(JOHNSON, 2012).

Para o diagnéstico se da preferencia por métodos nao invasivos, assim até o
estabelecimento do diagnéstico o uso de bandagens elasticas em torno do térax
pode ajudar na diminuicdo de dores e sintomas da pleurisia. Apds diagnédstico o
tratamento é feito em cima da causa, em caso de processos inflamatérios utilizam-se
anti-inflamatorios; em infecgdes bacterianas recorre-se ao uso de antibioticos. Caso
apos tratamento se continue com a sintomatologia, processos invasivos como a

bidpsia sdo necessarios para uma investigagdo mais completa (RONALD, 2011).

3.8.3 Modelo de Pleurisia Animal

Servindo como a primeira linha de defesa contra lesdes nos tecidos; sejam elas
locais e/ou sistémicas, bem como mobilizacdo de mediadores imuno, enddcrino e
neuroldgicos, a inflamagao aguda representa uma infeccao rapida, inespecifica e de
resposta espontanea de um tecido a lesdo (KUMAR et al., 2004; NAMAS et al.,
2009). Experimentalmente, a inflamagao pleural (pleurisia) pode ser reproduzida em
roedores através da administracdo de agentes pro-inflamatérios na cavidade pleural,
como por exemplo, cristais de urato ou pirofosfato de calcio, a carragenina e
albumina bovina metilada (SILVA et al.,, 2017). Extraido de algas marinhas, a
carragenina € um agente pro-inflamatério, que uma vez administrado na cavidade
pleural desencadeia eventos caracteristicos do processo inflamatério agudo e a
ativacdo da imunidade inata, observados na clinica. Assim, este modelo mostra sua
importancia sendo util para investigar o papel dos mediadores e vias envolvidas na
inflamacado aguda e os efeitos anti-inflamatérios de novos agentes terapéuticos
(MOORE; AYOUB; SEED, 2010).
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Experimentalmente o modelo de pleurisia induzida por carragenina reproduz
os eventos principais da inflamagao aguda de forma similar a humana assim, tem
sido amplamente utilizado para investigar a fisiopatologia da inflamagdo aguda na
pleurisia. A injegcdo no espaco pleural leva a lesdo pulmonar, inflamagéo local e
infiltracdo por leucdcitos polimorfonucleares (PMNs), o que nos permite avaliar o
papel dos mediadores envolvidos em danos celulares. Varios tipos de células,
incluindo neutrofilos, macréfagos, mondcitos e linfécitos, podem estar envolvidos na
incidéncia de inflamagao aguda, entretanto os linfécitos (células B e T) sédo os que
estdo presentes no parénquima pulmonar e ao longo das vias aéreas (SINGH et al.,
2003; CORSINI et al., 2005; MOLDOVEANU et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2010;
PETRONILHO et al., 2015).

A reacdo aguda provocada pela carragenina € caracterizada por migracéo e
acumulacao de exsudato pleural devido ao aumento da permeabilidade dos vasos
sanguineos; producdo de mediadores inflamatérios, incluindo citocinas e
quimiocinas, produtos de ativacdo do complemento e proteases; além de niveis
elevados de espécies reativas de oxigénio (EROS) (WARD, 2010). As EROS
produzidas a partir de PMNs e outras fontes celulares podem desempenhar um
papel crucial na destruicao de tecidos e 6rgaos associados ao processo inflamatério
(MITTAL et al., 2014). As células podem responder ao estresse de varias maneiras,
incluindo a ativagao de caminhos que permitem a sobrevivéncia e promocao da
apoptose (morte celular programada), bem como a eliminagao de células danificadas
(ELMORE, 2007).
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4 MATERIAIS E METODOS

41 OBTENGAO DO MATERIAL VEGETAL

As folhas e foliolos da parte intermediaria da planta de S. molle foram
coletadas no dia quinze de maio de 2017 no distrito de Pains (29°46'25.5"S
53°41'26.2"W), localizado na cidade de Santa Maria no Rio Grande do Sul. O
material vegetal foi identificado pelo Prof° Dr. Renato Aquino Zachia (UFSM). O
material testemunho (Anexo A) esta depositado no herbario do departamento de
Biologia da UFSM, sob o registro SMDB-15.062. A obtencado do extrato ocorreu no
Laboratério de Investigagdes Fitoquimicas (LABINFITO) da UFSM, onde 1.500 g do
material coletado foram desidratados em estufa com circulacdo de ar (x 45°C)

pulverizado em moinhos de facas e armazenado em frasco a&mbar.

4.1.1 Preparo do Extrato Bruto

Mil e duzentos gramas de material pulverizado foram macerados com o
liquido extrator etanol 70% (proporgédo 1:10). Em dias alternados o recipiente foi
vigorosamente agitado, sendo o solvente renovado uma vez por semana durante 60
dias. Procederam-se 3 maceragdes com 8 extragdes cada, a partir de 400 g de
material vegetal em cada maceragcdo. Apos esse periodo, os extratos foram
recolhidos, o solvente evaporado a 45°C sob pressao reduzida em rotavapor, e apos

liofilizagdo o extrato seco foi armazenado em frasco ambar.

42 QUANTIFICACAO DE METABOLITOS SECUNDARIOS

4.2.1 Determinagao de Fendis Totais

A determinacdo do teor de fendis totais foi realizada pelo método do Folin-
Ciocalteau modificado (CHANDRA; MEJIA, 2004). Nessa metodologia a
concentracao de fendis totais na amostra é determinada a partir da curva padrao de
acido galico nas concentragdes de 1,0; 3,0; 5,0; 10,0; 20,0; 30,0; 40,0 e 50,0 pg/mL.

Para a realizagdo do teste em 1 mL do extrato aquosa (0,1%), adiciona-se

mesmo volume de reativo Folin-Ciocalteau. Apds incubar por 5 minutos acrescenta-
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se 2 mL de carbonato de sédio a 20% (preparado na hora do uso). Apds nova
incubacao de 10 minutos no escuro, realiza-se a leitura das absorbancias em
espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 730 nm.

A andlise de cada ponto da curva e da amostra foi realizada em triplicata.
Obteve-se a equacdo da reta pela curva de calibragcdo construida através das
respectivas leituras das absorbancias versus as concentragdes de Acido Galico. O

teor de fendis totais na amostra é calculado pela equacao da reta.

4.2.2 Determinacao de Taninos

Realizou-se a determinacdo de taninos pelo método da vanilina modificado
(COSTA et al., 1999). A concentracao de taninos na amostra foi determinada a partir
da curva padrao de catequina nas concentracoes de 25,0; 50,0; 150,0; 300,0; 450,0;
600,0; 750,0; 900,0; e 950,0 pg/mL.

Na andlise 1 mL de amostra (0,04%) previamente diluida em Metanol 80%
adicionou-se 5 mL de Vanilina 4% (solugédo CH4O:HCI). Apdés 15 minutos de
incubacado realizou-se a leitura das absorbancias em espectrofotbmetro com
comprimento de onda em 490 nm.

A analise de cada ponto da curva e da amostra foi realizada em ftriplicata. A
equacdo da reta é obtida pela curva de calibracdo construida através das
respectivas leituras das absorbancias versus as concentragdes de catequina. O teor

de taninos na amostra é calculado pela equacao da reta.

4.2.3 Determinacao de Flavonoides

O teor de flavonoides determinou-se de acordo com o método do Cloreto de
Aluminio (AICl3) (ZHISHEN; MENGCHENG; JIANMING, 1999). A concentracao de
flavonoides é obtida através da curva padrao de Rutina, a partir de solugdes com
concentragdes crescentes de 40,0; 80,0; 120,0; 160,0 e 200,0 ug/mL.

Em 500 pL de amostra aquosa (0,04%), adicionou-se 1 mL de agua destilada
e 150 pL de Nitrito de Sédio 5% (NaNO;). Apds incubagao de 5 min adicionou-se
150 pL de AICI3, e incubou-se por mais 6 min. Decorrido o tempo acrescentou-se 2
mL de Hidréxido de Sodio 4% (NaOH) e 1,2 mL de agua destilada, e incubou-se

mais 15 min até leitura em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 510 nm.
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A andlise de cada ponto da curva e da amostra foi realizada em triplicata.
Obteve-se a equacdo da reta pela curva de calibragdo construida através das
respectivas leituras das absorbancias versus as concentragdes de Rutina. O teor de

flavonoides na amostra é calculado pela equacao da reta.

4.3 IDENTIFICACAO E QUANTIFICAQAO DOS CONSTITUINTES NO EXTRATO
POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

A analise qualitativa e quantitativa de compostos fenolicos foi realizada pelo
método da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) acoplado a um detector
de diodo (DAD), seguindo metodologia proposta por CALZADA et al. (2018).
Utilizou-se cromatoégrafo liquido (SHIMADZU, Kyoto/Japao), composto de bomba
modelo LC-20AT, injetor automatico SIL-20A, detector DAD SPD-M20A e
comunicador CBM 20A, controlado por Software LC SP1. A coluna analitica utilizada
foi Zorbax Eclipse Plus, com fase estacionaria silica C 18, particula com 5 um de
didmetro, dimensbdes de 4,6 mm por 150 mm.

A eluigéo ocorreu com fluxo de 1,0 mL/min, com gradiente de eluente para as
fases moveis: A (acetonitrila) e B (acido acético 2%) [4:96 v/v, 0 min; 12:88 v/v, 20
min; 20:80 v/v, 30 min; 50:50 v/v, 45 min; e 4:96 v/v, 60 min]. A amostra foi
preparada na concentragdo de 10 mg/mL, retirou-se 20 pL e diluiu-se em 980 uL de
MeOH resultando em 0,2 mg de extrato. O volume de injecdo foi de 20 pyL e a
deteccdo acompanhada em sistema de fotodiodo entre 230-400 nm, durante 60
minutos.

A identificacdo dos compostos fendlicos fez-se através de comparagao do
tempo de retencdo das amostras com os padrdes rutina e quercetina Merck. A curva
padrdo da rutina foi obtida por injecao, em triplicatas, de cinco concentragbes de
solugdes estoque (0,01, 0,03, 0,06, 0,09 e 0,12 mg/mL). A equacéo da reta e o

coeficiente de correlagao foram entdo derivados da curva padrao.
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4.4  AVALIACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE

441 Método radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH)

Para a avaliacdo quantitativa da capacidade antioxidante do EXB de S. molle
realizou-se a técnica de Choi et al (2002) modificada, utilizando o Acido Ascérbico
para obter a curva padrdo nas concentragdes de 1,5625; 3,125; 6,25; 12,5; 25,0;
50,0; 100,0 e 200,0 pg/mL, como controle negativo utilizou-se uma solugado de DPPH
diluida em metanol.

Para curva de calibracdo adicionou-se em tubo de ensaio 2,5 mL de cada
concentracédo de Acido Ascérbico, 1 mL de solucdo de DPPH 0,3 mM solubilizada
em 2,5 mL de etanol. Apds incubacdo no escuro por 30 minutos as leituras em
espectrofotdbmetro foram realizadas no comprimento de onda de 518 nm. O ensaio
foi realizado em triplicata com os padrbes e a amostra.

A percentagem de inibi¢cao é calculada pela equacgao:

(Abs da amostra—Abs do branco)x 100
Abs do controle

% Inibigéo = 100 -

O grafico obtido através da relagdo da porcentagem de inibicdo do radical
DPPH versus as concentragcbes do padrdo e dos extratos permite determinar a
concentracdo do padréao e do extrato (ug/mL) necessaria para atingir 50% de
atividade sequestrante de radicais DPPH (ICsp), assim indicando a capacidade
antioxidante do EXB de S. molle.

4.4.2 Cultivo celular

Sangue humano periférico foi usado para as analises de viabiliadade celular,
citogenotoxicidade e genotoxicidade. As amostras foram obtidas no Laboratério
Escolar de Analises Clinicas da Universidade Franciscana, sob aprovacédo do
Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da instituicdo (CAAE:
31211214.4.0000.5306). Para isso, foi coletado sangue humano de voluntarios
saudaveis por puncao venosa usando um Vacutainer VR (BD Diagnostics, Plymouth,
Reino Unido) e tubos de heparina. O gradiente de densidade Histopaque-1077VR foi
usado para separar células mononucleares usando amostras de sangue de 4 mL.

Apds a separacdo, células a uma densidade inicial de 2,5 x 10° foram tratadas em
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placa de cultura celular com 96 pocos com extrato bruto de S. molle nas
concentragoes de 10, 15, 30 e 60 ug/mL, concentragdes previamente determinadas
a partir do 1Csg do EXB obtido no ensaio de DPPH.

4.4.3 Teste Oxido Nitrico

A placa de cultura celular foi centrifugada apos incubagdo dos tratamentos
(10, 15, 30 e 60 pg/mL de EXB) em células viaveis, o sobrenadante foi separado
para a realizacdo do ensaio. Foram transferidos 100 uL dos respectivos
sobrenadantes dos testes para placa de Elisa de 96 pocos. Apds, 100 pyL do
reagente de Griess foram incorporados ao sobrenadante. Esse reagente é composto
por uma solugao | (Sulfanilamida 1%) + solugéao Il (N-1-naftilenodiamino-bicloridrato),
na proporg¢ao 1:1 (v/v). Apés 15 minutos de incubagdo em temperatura ambiente, as
placas foram lidas em espectrofotdmetro em comprimento de onda de 540 nm. Os
resultados foram calculados em porcentagem em relagdo ao controle negativo
(CHOl et al., 2012).

4.4.4 Teste do Diacetato Diclorofluoresceina (DCFH-DA)

Uma curva padrdo nas concentracdes de 0,4; 1,0; 2,0; 4,0 e 8,0 uyM foi
preparada, utilizando placa de cultura celular e os reagentes TRIS HCI (10mM)
pH7,4, DFC (10uM) e DCFH-DA (0,1mM). Para o preparo da amostra foram
pipetados 100 uL do EXB nas concentragbes de estudo (10, 15, 30 e 60 ug/mL),
previamente preparadas na placa de cultivo celular, 130 yL de solugao TRIS HCI (10
mM) pH 7,4 e 20 uL de DCFH-DA (0,1 mM). O ensaio foi realizado em triplicata.
Apods incubagdo de uma hora no escuro e a temperatura ambiente, realizou-se
leitura em espectrofluorimetro. A fluorescéncia foi determinada com base nos
comprimentos de onda de excitagao (488 nm) e de emissao (525 nm) (ESPOSTI et
al., 2002).
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45 AVALIACAO DA ATIVIDADE CITOTOXICA E GENOTOXICA

4.5.1 Avaliagao da Citotoxicidade pelo Ensaio de MTT

Amostras do EXB de S. molle nas concentragdes de 10, 15, 30 e 60 pg/mL,
foram analisadas pelo método de MTT, onde o reagente brometo de 3-(4,5-dimetil-
tiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (MTT), soluvel em agua e de coloragédo amarela, foi
incorporado em células viaveis tratadas com o EXB (20 pyL na concentragédo de 5
mg/mL em PBS). As placas de cultivo celular foram homogeneizadas e mantidas em
estufa a 37 °C com 5% de CO2, por 1 hora. Por meio da enzima succinato
desidrogenase, a atividade mitocondrial das células viaveis reduz o MTT. Este é
convertido em cristais azul de formazan, os quais s&o insoluveis em agua e
apresentam colorag&o azul-purpura.

Apos a incubacgao, foi descartado 180 uL do sobrenadante e adicionou-se 200
ML de DMSO (dimetilsulféxido). Posterior a centrifugagéo de 10 minutos a 2000 rpm,
retirou-se 100 uL da solucdo e transferiu-se para placa de 96 pocos. As amostras
foram quantificadas por espectrofotometria no comprimento de onda de 570 nm. O
valor de absorbancia obtido foi proporcional ao numero de células viaveis em
comparagao ao controle negativo (FUKUI; YAMABE; ZHU, 2010).

4.5.2 Avaliacado da Genotoxicidade pelo Ensaio Cometa

Para o ensaio cometa em uma lamina de vidro, previamente coberta com uma
camada de agarose de baixo ponto de fusdo 5%, as amostras de extrato bruto
previamente depositadas na placa de cultivo celular, foram suspensas. O material foi
imerso em solugao de lise (89 mL de solugao para 10 mL de DMSO e 1 mL Triton X-
100), para a remogao das membranas e citoplasmas das células, a solugao de lise
foi preparada a partir de 146,1g de NaCl, 37,2g de EDTA e 1,2 g de Tris base em
800 mL de agua destilada. As laminas foram entao incubadas em tampao alcalino de
eletroforese (300 mM NaOH e 1 mM EDTA em agua destilada), e realizou-se corrida
eletroforética por 30 minutos a 25 V e 300 mA. Apds, realizaram-se os processos de
neutralizagao, fixagdo e coloragédo para possibilitar a analise do material genético. A

andlise de cada lamina foi realizada com o auxilio de um microscopio optico, e as
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células foram comparadas com o controle negativo (células viaveis sem nenhum tipo
de tratamento). O EXB foi avaliado nas concentragdes 10, 15, 30 e 60 pg/mL, assim
como no ensaio de MTT (MCKELVEY-MARTIN et al., 1993).

4.6. AVALIAGCAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Para avaliacdo da atividade antimicrobiana frente as bactérias Klebsiella
pneumoniae, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa pelo método de
microdiluicao em caldo, o EXB de S. molle foi diluido duas vezes em série variando
de 3,75 a 20,02929 mg/mL. As placas foram incubadas a 37 °C e as ClMs foram
registradas apos 24 h de incubagao. A CIM foi definida como a menor concentragao
de compostos que inibe o crescimento visivel bacteriano. Este teste foi realizado em
triplicata e o cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio foi utilizado como indicador de
crescimento microbiano (CLSI, 2013).

A Concentracao Inibitéria Minima (CIM) para o EXB de S. molle frente as
micobactérias M. tuberculosis, M. abcessus, M. massiliense, M. fortuitum e M.
smegmatis, foi realizada pesando 15,00 mg do extrato de S. molle, e este foi diluido
em 1 mL de alcool etilico absoluto, obtendo-se uma concentragao inicial de 15,0
mg/mL. A suspensdo bacteriana foi preparada na escala 0,5 de Mc Farland, com
solugao salina 0,9 % e auxilio de espectrofotdbmetro (absorbancias na faixa de 0,08 a
0,1). Transferiram-se 40 pL da suspensdo bacteriana para tubo de ensaio contendo
3960 uL de caldo Muller-Hinton (CLSI, 2013).

Em uma placa de Elisa de 96 pogos, foram adicionados aos pogos P1 a P8
100 uL de caldo Muller-Hinton. No poco P1 foram adicionados também 50 uL do
extrato diluido. Posteriormente, iniciaram-se as diluicbes seriadas até o pogco P8,
desprezando-se, por fim, 100 yL. Em todos os pocos foram adicionados 100 uL de
inéculo, obtendo concentracéo final de 3750 ug/mL no pogo P1; 1875 ug/mL em P2;
937 ug/mL em P3; 468 pg/mL em P4; 234 ug/mL em P5; 117 ug/mL em P6; 58
pMg/mL em P7 e 29 pyg/mL em P8.

Para o controle negativo (pogo P9), foram utilizados 200 uL de caldo Muller-
Hinton. No controle positivo (pogo P10) foram adicionados 100 uL de caldo Muller-
Hinton e 100 uL de inéculo. Para o controle do extrato foram utilizados 100 uL de
caldo Muller-Hinton e 100 yL de extrato. Foram realizadas as mesmas diluigbes

feitas com a amostra para os controles. As CIMs das micobactérias foram
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registradas apds incubagao de 72h a 30°C, exceto para Mycobacterium tuberculosis,
onde as placas foram incubadas por 7 dias a 37°C. Todas as analises foram
realizadas em ftriplicata, e o procedimento para a analise da atividade
antimicobactérias esta representado na tabela 1 (NCCLS, 2003).

Tabela 1: Procedimento para analise da atividade antimicobateriana.

| PA [ P2 | P3 | P4 | P5 | P6 | PT | P8 | P9 [ P10

L1 3750 1875 937 468 234 117 58 29 C- C+
L2 3750 1875 937 468 234 117 58 29 C- C+
L3 3750 1875 937 468 234 117 58 29 C- C+
L4 CE CE CE CE CE CE CE CE CE CE

P1 a P10: numero de pogos da placa de Elisa utilizados no experimento; L1 a L4: niumero de
linhas da placa de Elisa utilizadas no experimento; C-: controle negativo; C+: controle positivo; CE:
controle do extrato

4.7. AVALIAGCAO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA

4.7.1 Animais e Grupos Experimentais

O protocolo experimental foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal de Santa Maria, registrado sob o numero
CEUA N° 6736291118. Foram usados 24 ratos machos adultos, espécie Wistar
pesando entre 100 e 250g, provenientes do Biotério Central da UFSM. Os animais
foram mantidos sob um periodo de adaptacdo, com fotoperiodo de 12 h claro e
escuro e temperatura ambiente de 23°C%1, mantidos por ar condicionado e
receberam ragdo e agua ad libitum. Os animais foram divididos em 5 grupos de

acordo com o tratamento recebido (Tabela 2).

Tabela 2: Grupos tratamento animal.

GRUPO Tratamento
CTR Apenas solugao salina
EXB Apenas EXB de S. molle (100 mg/Kg)
CAR Solugao salina e carragenina
CAR+EXB EXB de S. molle (100 mg/Kg) e carragenina

CAR+IND Indometacina 10 mg/Kg e carragenina
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4.7.2 Inducao da Pleurisia

A pleurisia foi induzida no 22° dia de experimento sendo os animais
anestesiados com injegao, intraperitoneal, de cetamina e xilazina (3:1 v/v) 10
minutos antes da injegao de salina estéril (0,9% NaCl) contendo carragenina 2% no
espaco intrapleural direito. O grupo controle recebeu 0,2 mL de solugéo salina estéril
de acordo com Petronilho et al. (2015) modificado. A eutanasia dos animais foi
realizada, apdos 2 horas da induc¢do da pleurisia, por pun¢do cardiaca sob anestesia
com isoflurano. As amostras sanguineas foram coletadas em tubos de acido
etilenodiaminotetra-acético (EDTA) para o isolamento das células mononucleares do

sangue periférico (PBMCs).
4.7.3 Analises Hematologicas

A analise hematoldgica foi realizada em contador eletrénico (BC- 2800 Vet —
Auto Hematology Analyser, Mindray ®) a partir das amostras coletadas na eutanasia
sendo determinado: concentragao de eritrécitos totais (x106/uL), concentracido de
hemoglobina (g/dL), concentragdo de plaquetas (/uL) e concentragao de leucocitos
totais (/uL), volume corpuscular médio (VCM) e a concentragdo de hemoglobina
corpuscular média (CHCM). O diferencial leucocitario foi realizado em microscopia
de imersao, em aumento de 1000x, a partir de esfregacos sanguineos
confeccionados em lamina de vidro e corados com Panético rapido (Diff-Quick ®). A
proteina plasmatica total (PPT) foi verificada por refratometria, utilizando-se a porgéao

plasmatica do capilar de microhematadcrito.

4.8 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados foram avaliados estatisticamente por analise de variancia
(ANOVA) com o teste de Dunnet para analises in vitro e como média £+ S.E.M. One-
way ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni (n=5) para a analise in vivo usando o
software Graph Pad Prism versao 6.0 e foram expressos como a média. O nivel de

significancia estatistica foi definido como p<0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 OBTENGAO DO EXTRATO BRUTO

A partir de mil e duzentos gramas (1200g) de material pulverizado
macerados com o etanol 70% obteve-se, apos liofilizagdo, centro e trinta e um

gramas (131g) de extrato seco, com rendimento 10,92%.
5.2 DETERMINACAO DE METABOLITOS SECUNDARIOS

Os metabdlitos secundarios fendis totais, taninos e flavonoides quantificados
no EXB S. molle foram calculados a partir das curvas de calibragdes das
substancias padrao para cada metabdlito (Tabela 3). O EXB de S. molle apresentou
para fendis totais, taninos e flavonoides valores, 79,14+0,02 mg EAG g™
231,67+2,49 mg ERUT g e 52,65+0,00 mg ECAT g, respectivamente.

Tabela 3: Equacado da reta, valor de r e substancia padrao utilizada na analise de
fenois totais, taninos e flavonoides.

Metabdlito
) Equacao da Reta Valor de r Padrao
Secundario
Fendis Totais y = 0,0298x + 0,0076 0,9984 Acido Galico
Taninos y = 0,0002x + 0,0009 0,9992 Catequina
Flavonoides y =0,0023x — 0,0013 1 Rutina

Fonte: Autor

O Acido Galico, um dos fenois amplamente encontrado em produtos naturais,
demonstra grande atividade antioxidante, anti-inflamatéria, antimutagénica e
antitumoral (LIMA, 2014). A andlise do extrato da aroeira apresenta resultado menor
(79,14+0,02 EAG g') quanto ao teor de fendis totais, quando comparado a
Myracrodruon urundeuva (aroeira do campo), que apresenta teor (194 EAG g7)
maior que a S. molle (VIEIRA et al.,, 2015). Apesar de ambas as espécies
pertencerem a familia Anacardiaceae, a diferenga ocorre pela singularidade de cada

espécie.
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O teor de fendis totais encontrados para o EXB de S. molle foi significativo
também, quando comparado com o resultado de Mellitz (2017), onde a espécie S.
molle apresentou 4,57 mg EAG g-'. O que pode justificar a discrepancia nos
resultados € que o material vegetal utilizado por Mellitz (2017) foi as cascas, uma
parte mais rigida da planta que requer uma extracdo mais eficiente e um tempo mais
prolongado de contato, entre a amostra e solvente, para que ocorra a extragéo do
composto de interesse.

A Catequina, tanino condensado, € um composto fendlico com capacidade
antioxidante consideravel (UETA et al., 2014). O estudo do teor de taninos
(231,67+0,00 mg ECAT g 1) mostrou-se significativo, uma vez que o EXB de S.
molle apresenta valores superiores aos valores encontrados por Lins et al. (2015)
para Melissa officinalis (Erva-cidreira) com 16,718+0,721 mg g-' e a Cymbopogon
citratus (Capim-cidreira) com 90,07+0,098 mg g-', plantas medicinais popularmente
utilizadas. O resultado da analise também se mostrou significativa comparada ao
estudo de Bernardes et al. (2011), onde os valores de taninos encontrados nos
frutos e casca dos frutos de Schinus terebinthifolius, foram inferiores (2,70% e
2,54%, respectivamente). A diferenga de espécies comparadas e de material vegetal
utilizado como amostra pode justificar a diferenga nos resultados encontrados para o
teor do metabdlito analisado.

A Rutina é um flavonoide pertencente a subclasse dos flavondis com acéao
terapéutica e ndo toxica em patologias que envolvem a ocorréncia de radicais livres
(BECHO; MACHADO; GUERRA, 2009). A capacidade antioxidante dos flavonoides
no organismo humano € o resultado de uma combinacéo de propriedades quelantes
do ferro e dos capturadores de radicais livres (CIAPPINI et al., 2013). O teor de
flavonoides (52,65+2,49 mg ERUT g1) encontrado no EXB de S. molle é
significativo, uma vez que se aproxima do teor (69,67+3,34 mg/g) em S.

terebinthifolius, planta do mesmo género (ULIANA et al., 2016).

5.3 IDENTIFICACAO E QUANTIFICAGAO DOS CONSTITUINTES NO EXTRATO
POR CLAE

No EXB de S. molle foram identificados as substancias rutina (1) e quercetina (2)

(Figura 7). A identificacdo ocorreu pela analise dos tempos de retencdo com
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comparacao dos espectros DAD das substancias no comprimento de onda de 371

nm (rutina — 31,54 min e quercetina — 41,02 min).

Figura 7: Cromatograma do EXB de S. molle obtido por CLAE.
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Fonte: Autora

A quantificagdo das substancias identificadas ocorreu pelo calculo da area

sobre a curva. As equacbes das retas obtidas através da curva padrao dos

compostos, os valores de r e os teores encontrados para as substancias estao

apresentados na tabela 4.

Tabela 4: Equacao da reta, valor de r e teores de rutina e quercetina presentes no
EXB de S. molle obtido por CLAE.

Substancia Equacao da reta Valor der Teor mgl/g
Rutina y = 3E+07x - 14850 0,9998 58,63
Quercetina y = 9E+07x - 152615 0,9999 0,665

Fonte: Autora

A presenga dos flavonoides rutina e quercetina ja havia sido elucidada por

Gehrke (2012) na espécie S. molle e também foram identificadas nas demais
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espécies do género Schinus. Os valores encontrados na andlise do EXB de S. molle
demostram que a substancia presente em maior concentracdo é rutina (1). A Rutina
caracteriza-se por ser um flavonoide com acao terapéutica e que normalmente
apresenta acdo nao toxica em patologias que envolvem a producédo de radicais
livres. A combinagdo de propriedades quelantes do ferro e dos capturadores de
radicais livres fornece a capacidade antioxidante dos flavonoides dentro do
organismo humano (CIAPPINI et al., 2013).

5.4 AVALIAGAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE

A capacidade antioxidante foi avaliada pelos métodos de ensaio do sequestro do
radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH), teste do o6xido nitrico e teste do
diacetato difluorosceina (DCFH-DA). O método da eliminagdo do DPPH molécula
estavel, com aplicabilidade e viabilidade € uma das técnicas atualmente utilizadas
para verificar a capacidade antioxidante de compostos e baseia-se na neutralizacao
ou na reducao do radical.

A partir da construgdo da curva de calibragdo para o DPPH e para o Acido
ascorbico (substéncia padréo) foi avaliada quantitativamente a capacidade
antioxidante de S. molle. A partir da equacacao da reta da curva, foi calculado para o
EXB de S. molle e para o Acido Ascérbico o ICsy, que caracteriza-se pela
concentragao inibitéria capaz de sequestrar 50% do radical DPPH. As porcentagens
de inibicdo do radical DPPH pelo padrdo Acido ascérbico e pelo EXB de S. molle

proporcionaram o grafico com variaveis % de inibicdo e concentragdo (Figura 8).

Figura 8: Capacidade antioxidante pelo método do DPPH expresso em % de inibigao
EXB de S. molle.
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Fonte: Autora.
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Os resultados apresentam o Acido Ascorbico com 1Cs,=3,42+0,86 ug/mL e
EXB de S. molle 1C50=30,54+0,41 pug/mL, quanto menor a absorbéancia da solugéo
contendo o radical DPPH e o padrao Acido Ascérbico ou o EXB de S. molle maior é
a porcentagem de inibicdo; o que indica maior capacidade antioxidante. Sendo
assim, os resultados apontam que o EXB de S. molle possui capacidade
antioxidante, e que quanto maior a concentragdo do extrato utilizada, mais proxima
do padrao fica essa capacidade.

Estudo de Singh et al. (2015) com a Jurinea dolomiaea também avaliou a
capacidade antioxidante do Acido Ascérbico, demonstrando que o EXB de S. molle
apresenta 1C5,=30,54, préximo ao do Acido Ascérbico 1C50=21,0 ug/mL, o que
supdéem a capacidade antioxidante do extrato. Dentre a familia Anacardiaceae,
Sclerocarya birrea e Harpephyllum caffrum apresentam grande capacidade
antioxidante, uma vez que seus ICsp para os extratos da folha séo de 5,60 e 6,86
ug/mL, respectivamente; valores préximos ao obtido para o padrio Acido Ascérbico
(MOYO et al., 2010).

A Myracrodruon urundeuva também da familia Anacardiaceae, apresentou no
estudo de Vieira et al., (2015) 1C5,=12,9+0,2. Em estudo de Martins et al. (2014) o
oleo essencial das folhas de S. molle apresenta uma porcentagem de inibicao
(IC50=16,0 ug/mL) quatro vezes menor que o 6leo dos frutos dela (IC50=64,0 ug/mL),
entretanto ambas as amostras apresentam capacidade antioxidante, quando
comparadas ao acido ascoérbico. Esses resultados corroboram que a familia
Anacardiaceae apresenta forte capacidade antioxidante.

A avaliacdo da capacidade do EXB de S. molle de inibir a producédo de
espécies reativas de nitrogénio (ERNs) ocorreu pelo ensaio do 6xido nitrico. A figura
9 demonstra hormese nos resultados obtidos, pois todas as concentragdes do EXB
testadas quando comparadas entre elas e ao controle negativo, foram eficientes

para combater a producdo de ERNSs.
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Figura 9: Ensaio oxido nitrico para EXB S. molle.
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Ensaio Oxido Nitrico apés 24h de incubagdo. Os resultados foram expressos
em porcentagem do controle negativo (100%). Sendo CN o controle negativo:
células em meio de cultura. Os dados foram expressos com média + desvio
padrédo (D.P.). As andlises foram realizadas por variancia (ANOVA) de 1 via,
seguida por teste post hoc de Dunnett. Os valores com p<0.05 foram
considerados estatisticamente significativos. Sendo *p < 0,05, **p < 0,07 e ***p
<0,001.

Fonte: Autor

A Myracrodoum urundeuva conhecida como aroeira do sertdo e pertencente a
familia Anacardiaceae ¢ utilizada entre outros motivos por sua acao anti-inflamataria.
Estudo de Pereira (2017) demonstra que o extrato aquoso da M. urundeuva tem
inibicao das ERNs menor que o controle, ao passo que o extrato de acetato de etila
inibiu a produgcédo das ERNS. Assim o EXB de S. molle, mostra-se promissor, ja que
apresentou acao contra as ERNs, mesmo sendo obtido por solvente hidroalcdolico.

Outro ensaio que permite analisar a capacidade de inibir as espécies reativas,
principalmente das de oxigénio (EROs) é o ensaio DCFH-DA. A figura 10 demonstra
que todas as concentragdes testadas apresentaram resultados melhores que o
controle negativo frente as EROs. Ainda foi observado que as concentragdes que
apresentaram melhor capacidade de inibigao foram as de 60 e 10 yg/mL. Esta ultima
apresentou um resultado ainda mais satisfatorio, visto que apresenta-se como um
resultado hormético, ou seja, a maior concentragdo de extrato ndo é que apresenta

a melhor inibicdo, o que normalmente € esperado para ensaios de extratos vegetais.
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Figura 10: Ensaio DCFH-DA para EXB S. molle.
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Ensaio DCFH-DA apés 24h de incubagéo. Os resultados foram expressos em
porcentagem do controle negativo (100%). Sendo CN o controle negativo:
células em meio de cultura. Os dados foram expressos com média + desvio
padrdo (D.P.). As analises foram realizadas por variancia (ANOVA) de 1 via,
seguida por teste post hoc de Dunnett. Os valores com p<0.05 foram
considerados estatisticamente significativos. Sendo *p < 0,05, **p < 0,01 e ***p
<0,001.

Fonte: Autora

Os compostos fendlicos presentes na Manga (Mangifera indica L.) pertencente
a familia Anacardiaceae assim como o género Schinus, reduziram os sinas de EROs
necessarias para conduzir a proliferacado de células tumorais, demonstrando acgao
antioxidante da planta (TALCOTT; TALCOTT, 2009). Nao foram encontrados outros
trabalhos utilizando o teste de DCFH-DA para realizar-se uma melhor correlagéo de

resultados.

5.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE CITOTOXICA E GENOTOXICA

5.5.1 Avaliacao da Citotoxicidade pelo Ensaio de MTT

Para a avaliagado da citotoxicidade do EXB de S. molle foi realizado o ensaio de
MTT. As quatro concentragbes do EXB testadas no teste do MTT aumentaram o
efeito proliferativo nas células, de modo que como etapa adicional ao teste realizou-
se lavagem do extrato para eliminacdo de interferentes, como alguns metabdlitos
secundarios, a exemplo os compostos fendlicos. Assim, conforme figura 11, as
quatro concentracbées mantiveram a viabilidade celular, bem como o controle

negativo, apresentando-se como ndo citotoxicas.
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Figura 11: Ensaio MTT para EXB S. molle.

1501

1004

*kk

[4.]
o
1

o

S & &

Tratamentos (ug/mL)

% Viabilidade Celular
(em relagé@o controle negativo)

%

N

Ensaio MTT apds 24h de incubagdo. Os resultados foram expressos em
porcentagem do controle negativo (100%). Sendo CN o controle negativo:
células em meio de cultura. Os dados foram expressos com média + desvio
padrédo (D.P.). As andlises foram realizadas por variancia (ANOVA) de 1 via,
seguida por teste post hoc de Dunnett. Os valores com p<0.05 foram
considerados estatisticamente significativos. Sendo *p < 0,05, **p < 0,01 e ***p
<0.001.

Fonte: Autora

Em estudo realizado por Meneses et al. (2015) a agao do d6leo essencial de S.
molle sobre a viabilidade de esporos de Aspergillus parasiticus ocorreu somente nas
concentragdées mais altas. Entretanto, como o uso do ensaio do MTT n&o havia sido
relatado para 6leos essenciais em esporos de fungo, problemas como a volatilizagao
do 6leo pode ter sido a causa de resultados inespecificos.

O extrato de S. molle apresentou atividade citotoxica na linhagem celular de
carcinoma hepatocelular humano (Hep G2), ja o dleo essencial foi citotdéxico em
linhagem celular de carcinoma de mama. A citotoxicidade do 6leo essencial pode
estar relacionada a constituintes menores presentes na espécie (QUISPE et al.,
2016).

No presente estudo o EXB de S. molle em todas as concentragdes testadas
apresentaram resultados proximo ao controle negativo, ndo afetando a viabilidade
celular. Entretanto mais estudos da acdo do extrato em células saudaveis sao
necessarios, uma vez que a maior parte dos estudos encontrados na literatura séo

da acao do extrato em células carcinogénicas.
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5.5.2 Avaliagao da Genotoxicidade pelo Ensaio Cometa

Utilizado para investigar o dano de substancias ao DNA das células, o Ensaio
Cometa, tem sido amplamente utilizado em andlises. Foram utilizadas as mesmas
concentracdes de EXT de S. molle que no ensaio de MTT (10, 15, 30, 60 pg/mL).

Analisando a figura 12, pode-se observar que todas as concentragdes testadas
da amostra ndo apresentaram dano significativo ao DNA. Dentre as diferentes
concentracdes a de 30 e 10 ug/mL foram as que mais se aproximaram do controle
negativo. O ensaio cometa demonstrou que o EXB de S. molle ndo apresentou dano
ao DNA das células, uma vez que o indice de danos ficou proximo a zero para as

quatro concentracdes do EXB testadas.

Figura 12: Ensaio Cometa para EXB S. molle.
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Ensaio cometa apds 24h de incubagdo. Os resultados foram expressos
em porcentagem do controle negativo (100%). Sendo CN o controle negativo:
células em meio de cultura. Os dados foram expressos com média + desvio
padrédo (D.P.). As andlises foram realizadas por variancia (ANOVA) de 1 via,
seguida por teste post hoc de Dunnett. Os valores com p<0.05 foram
considerados estatisticamente significativos. Sendo *p < 0,05, **p < 0,01 e ***p
<0,001.

Fonte: Autora

No estudo desenvolvido por Duarte et al. (2018) onde foi analisado o dleo
volatil da S. molle apenas a DLsy € a DLso/10 apresentaram dano significativo para os
macrofagos humanos, quando comparados ao grupo controle negativo, de modo
que essas apresentam mais de 20% de dano ao DNA. Em contrapartida, o dleo
volatil ndo provocou danos de DNA significativos em nenhuma das concentragdes

testadas na cultura de linfécitos humanos.
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Lin et al. (2014) analisaram a acdo do a-felandreno no dano ao DNA, onde
verificaram que o a-felandreno induziu dano ao DNA baseado na producio da cauda
do cometa e que as doses mais altas levaram a um dano maior. Sendo assim, o
EXB de S. molle demonstra-se promissor, apesar de requerer mais estudos, uma

vez que o indice de dano ao DNA foi quase nulo.
5.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A partir da Concentragao Inibitéria Minima (CIM) a atividade antimicrobiana do
EXB de S. molle foi determinada. A tabela 5 apresenta os resultados obtidos nas

analises.

Tabela 5: Resultados obtidos na CIM do EXB S. molle.

Bactéria ATCC CIM (pg/mL)
Klebsiella pneumoniae 1705 9375
Escherichia coli 35218 9375
Pseudomonas aeruginosa 27853 18750
Mycobacterium tuberculosis 27294 1875
Mycobacterium abcessus 19977 937
Mycobacterium massiliense 48898 937
Mycobacterium fortuitum 6841 937
Mycobacterium smegmatis 700084 468

Fonte: Autora.

Observando os resultados obtidos, nota-se que o extrato apresentou valores de
CIM elevados, sugerindo reduzido efeito antimicrobiano para o EXB de S. molle. Em
estudo realizado por Gehrke (2012) a amostra do extrato hexanico do cha das folhas
de S. molle foi a mais ativa frente aos microrganismos S. aureus, E. coli e K.
pneumoniae, essa acado pode ter ocorrido, devido ao solvente utilizado, pois os
metabdlitos responsaveis pelas acdes farmacoldgicas tém afinidade de extracéo
diferenciada pelo solvente utilizado. Machado e Valentini (2014) pesquisaram o

potencial antibacteriano do extrato da folha e do 6leo essencial do fruto de S.
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terebenthifolius e perceberam que ambos apresentam boa atividade contra E. coli e
P. aeruginosa, mas apenas o 6leo tem atividade quanto ao S. aureus.

A atividade antimicrobiana de S. molle apresenta-se significativa para os 6leos
extraidos da espécie. Frente aos microrganismos Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae o estudo de Mehani e
Segni (2012) demonstra que o Oleo essencial de S. molle apresenta resposta
dependente da dose.

Rojas et al. (2005) investigaram a atividade antimicrobiana de 102 extratos de
plantas peruanas frente ao M. tuberculosis, onde CIM maior que 200 pg/mL para a
espécie S. molle, e apenas 5 espécies (Annona montana, Heliotropium arborescens,
Cajanus Cajan, Iryanthera lancifolia e Swartzia polyphylla) apresentaram CIM de 100
pg/mL. As micobactérias se apresentam como uma classe mais resistente,
principalmente devido a composi¢ao da sua parede celular ser mais lipidica, o que
dificulta a agdo dos agentes antimicrobianos (FONTANA, 2008).

Desse modo, a divergéncia de resultados entre os estudos ja existentes para a
espécie S. molle e o género Schinus, pode ser justificada pela espécie utilizada,
parte da planta utilizada como amostra, forma de obtencdo da amostra, solventes
utilizados na extracdo, tipo de bactérias testadas, metodologia empregada, entre
outros fatores determinantes. Estudos complementares devem ser realizados, tendo
em vista, evidéncias de sinergismo de extratos vegetais com drogas antimicrobianas
no combate a bactérias (ZAGO et al., 2009).

5.7 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA

Para a anadlise da atividade anti-inflamatoria, os parametros hematologicos
foram avaliados, pois sdo marcadores que fornecem informagdes sobre as
condigbes fisiologicas e patolégicas do organismo in vivo, uma vez que sua
alteragao pode ser causada por substancias téxicas (LI et al., 2010; DA SILVA et al.,
2016; GUEX et al., 2018). A exposicdo por 21 dias a dose de EXB de S. molle
(100mg/kg), n&o apresentou injurias em animais saudaveis, bem como o grupo
induzido, uma vez que, nao houve alteracdo significativa nos parametros
hematolégicos analisados quando comparado ao grupo controle (Tabela 6). Estes
resultados diferem de outros estudos que encontraram alteragcdo em pelo menos um
marcador hematolégico (LUKA et al., 2014; DA SILVA et al., 2016; DE LIMA et al.,
2018).
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inducdo de pleurisia em ratos tratados

Hematolégicos CTRL EXB CAR CAR + EXB CAR + IND
Parametros (10 ml/kg) (100mg/kg) (2%) (2%+100mg/kg) (2%+100mg/kg)
RBC (x106 ul) 525+ 1.46 6.24 £ 0.17 5.75+1.09 6.31+0.46 4.82 +0.62

HGB (g/dI) 10.87 £ 3.14 13.12+0.38 11.68 + 2.31 12.73 £ 0.80 8.98 £ 1.22
HCT (%) 30.06 + 8.56 35.78+0.85 31.46+6.03 35.28+2.19 25.66 + 1.19
MCYV (fl) 56.93 + 0.68 57.40 + 0.61 54.60 + 0.85 56.20 £ 0.80 53.94 + 1.89

MCHC (g/dI) 35.93+£0.35 36.63 £ 0.39 36.48 £ 0.88 36.00 £ 0.21 34.78 £ 0.58
WBC (x10° ul) 4900 + 2066 6667 + 375 5275 + 597 5300 + 651 8725 + 1078
Linfocitos (%) 84.00+1.15 75.00+6.12 78.25+2.75 79.75 £ 2.81 57.60 + 6.34*
Neutrofilos(%) 15.00 £1.73 22.75+5.12 19.25+2.87 18.50 + 2.47 41.00 = 6.40*
Mondcitos (%) 0.67 £ 0.67 1.00 + 1.00 1.50 £ 0.29 1.00 £ 0.41 1.40 £ 0.51
Eosindfilos (%) 0.33+0.33 1.00 £ 1.00 0.75+0.48 0.75+0.48 0.00 + 0.00

Legenda: CTRL: tratado com salina. EXB: tratado com extrato bruto de S. molle (100mg/kg). CAR:
induzido com carragenina 2%. CAR + EXB: induzido com carragenina 2% + tratamento com extrato
bruto de S. molle (100mg/kg). CAR + IND: induzido com carragenina 2% + tratamento com
Indometacina (10mg/kg). Os resultados sdo expressos como média + S.E.M. One-way ANOVA
seguido pelo teste de Bonferroni (n=5) em ratos machos. RBC (hemacias), HGB (hemoglobina), HCT
(hematécrito), VCM (volume corpuscular médio), (CHCM) concentragdo média de hemoglobina
corpuscular celular, WBC (contagem de leucécitos), linfocitos, neutréfilos, mondcitos e eosindfilos. Os
valores foram considerados significativamente diferentes quando * P <0,05.

Fonte: Autora.

O grupo induzido com carragenina 2% e tratado com o farmaco Indometacina
apresentou indicadores de alteragcbes, uma vez que houve reducdo de hemacias,
hemoglobinas, hematécrito, volume corpuscular médio e concentracdo média de
hemoglobina corpuscular celular. Essa reducdo pode ter sido causada devido a
Indometacina que é um anti-inflamatério ndo estereoidal, e pode causar lesdes

teciduais apds sua administracdo, conforme apresenta a bula do medicamento.
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Estudo de Barbosa et al. (2010) corrobora essa hipétese, pois, no seu estudo que
realizou avaliagbes hematoldgicas e bioquimicas do uso de diclofenaco de sdédio,
meloxicam e firocoxibe em ratos, apresentou a mesma redug¢ao nos indicadores
hematolégicos para o grupo tratado com diclofenaco de sdédio, também um anti-
inflamatorio nao esteroidal.

A analise dos leucécitos e seus diferenciais apresentou diferenca estatistica
no grupo induzido com carragenina 2% e tratado com o farmaco indometacina, mas
nao apresentou essa diferenga para os demais grupos. Dentre os leucécitos, os

linfocitos e neutrofilos apresentaram-se alterados como demonstra-se na figura 13.

Figura 13: Graficos dos dados hematoldogicos de leucdcitos (A), neutrdfilos (B) e
linfocitos (C).
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Legenda: CTRL: tratado com salina. EXB: extrato bruto de S. molle (100 mg/kg). CAR: Carragenina
2%. CAR + EXB: Carragenina 2% + extrato bruto de S. molle (100 mg/kg). CAR + IND: Carragenina
2% + Indometacina (10 mg/kg).

Fonte: Autora.

Um processo fundamental no inicio da resposta inflamatéria € a aderéncia
dos neutréfilos no endotélio vascular, ja que esses passam a ocupar uma posi¢cao

mais periférica na circulagdo sanguinea quando sao estimulados por mediadores de
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inflamacao liberados pela lesdo causada. O aumento dos neutréfilos pode ser assim
justificado, como no estudo de Lourencgo et al. (2011), onde foi avaliada a atividade
de Tropaeolum majus L. sobre a mobilizagdo e migracao leucocitaria em modelo de
bolsdo inflamatério, e o grupo tratado com Indometacina também apresentou
aumento de neutrdfilos.

A andlise dos dados hematoldgicos do teste in vivo sugere que o EXB de S.
molle (100 mg/kg) ndo apresenta acdo de dano ao organismo, uma vez que nao
alterou significativamente os indicadores, e possui indicativo de agao anti-
inflamatdria. Entretanto, fazem-se necessarios testes complementares que

corroborem sua real agao anti-inflamatoria.
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6. CONCLUSAO

Considerando o aumento do apelo do uso de produtos naturais, o presente
estudo teve por objetivo a partir do extrato bruto hidroalcodlico 70% (EXB) das folhas
da S. molle L., realizar a analise fitoquimica e atividade farmacolégicas. Os
resultados obtidos quanto a seguranca e nao toxicidade do extrato foram
significativos.

- O EXB de S. molle apresenta em sua composi¢ao fendis totais (79,14 £ 0,02 mg
EAG g'); taninos (231,67,75 + 0,00 mg ECAT g™) e flavonoides (52,65 + 2,49 mg
ERUT g™).

- Apresenta agao antioxidante (IC50=30,54 + 0,41 ug/mL) e capacidade de capturar
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio.

- Nao apresenta citotoxicidade e genotoxicidade, o que caracteriza indicativo de
seguranca.

- Nao apresentou atividade antimicrobiana frente a K. pneumoniae, E. coli, P.
aeruginosa, M. tuberculosis, M. abcessus, M. massiliense, M. fortuitum e M.
smegmatis.

- Na&o apresentou alteragdes hematoligicas in vivo e apresentou indicativos de
atividade anti-inflamatéria, mas necessita de estudos complementares.

- O EXB de S. molle apresenta na sua composi¢cao os flavonoides Rutina (58,63
mg/g) e Quercetina (0,665 mg/g), que podem estar diretamente ligados a sua agao

antioxidante e anti-inflamatéria.
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The species S. molle L. is originally from Peru and is native to Brazil, Uruguay,
Argentina and other Andean countries. Today it is widely distributed in Rio Grande do
Sul. S. molle aerial parts are popularly used for different therapeutic purposes such
as: anti-inflammatory, anti-hemorrhagic, antiseptic, mild laxative, astringent, anti-
asthmatic, digestive stimulant, menstrual disorder, diuretic and tonic. The need to
seek new therapeutic alternatives for respiratory diseases, preferably with minimal
effects, justifies this work, both from the point of view of scientific and social interest.
The present work aimed to obtain or extract crude extract of S. molle leaves by
maceration process, perform phytochemical analysis, identify and quantify
compounds without extraction, evaluate biological activities such as anti-
inflammatory and antimicrobial activity, as well as evaluate cytology and genotoxicity
and antioxidant potential against reactive oxygen and nitrogen species. From the
phytochemical analysis of S. molle, they were identified as 79,14; 231,67 mg; 52,65;
equivalent/g extract for total phenols, tannins and flavonoids respectively. Test tests
used to evaluate antioxidant potential, or S. molle EXB, suggested antioxidant
capacity with 1Csp = 30.54 + 0.41 ug / mL and were able to capture reactive oxygen
and nitrogen species. It has no citations and genotoxicity and is a safety indicator. S.
molle EXB has no antimicrobial activity against Klebsiella pneumoniae, Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa and Mycobaterium tuberculosis, abcessus,
massiliense, fortuitum and smegmatis microorganisms. A sample of extract not
demonstrating hematological alterations in the same group induced by 2%
carrageenan pleurisy. Labeled compounds (58,63 mg/g) and quercetin (0,665 mg/g)
were used and quantified.

Keywords: Medicinal plant. Chemical characterization. Therapeutic potential.
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1 Introduction

Plants are an important source of biologically active natural products, as
similarly to microorganisms produce a great diversity of chemical compounds
(CALIXTO, 2019). These products are models for the synthesis of a large number of
drugs, besides having wide diversity in structure, physicochemical and biological
properties, which draws the attention of researchers (SCHENKEL; GOSMANN;
PETROVICK, 2007).

Originally from Peru, the species Schinus molle L. is native to Brazil, Uruguay,
Argentina and other Andean countries. Popularly known as “anacauita”, “aroeira”,
“aroeira tame”, “aroeira periquita”, “aroeira salsa”, “pimentoiro”, among other names,
Schinus molle L. is a species widely distributed in the state of Rio Grande do Sul.
South (BACKES; NARDINO, 2002).

In cellular metabolism normally occurs to the production of reactive species
(ER), in low concentrations the production is beneficial for the organism, as for
example, in the induction of mitogenic response and the defense against infectious
agents, besides serving as signaling messengers. However, high ER production can
lead to undesirable effects such as oxidative stress, which can lead to deleterious
cellular consequences such as lipid peroxidation, cell membrane deformation and
protein denaturation (CHUANG; CHEN, 2013; VALKO et al., 2007).

The search for plants and their metabolites is an additional stimulus to the
research of new herbal medicines, which is favored in our country due to the great
biodiversity of the Brazilian flora (CALIXTO, 2019; RIBEIRO; GUIMARAES, 2013). S.

molle extract is an alternative for use as an antioxidant.
2 Material and Methods
2.1. Obtention of the vegetable extract
The leaves and leaflets of the intermediate part of the S. molle plant were
collected on May 15, 2017 in Pains district (29 ° 46'25.5 "S 53 ° 41'26.2" W), located

in the city of Santa Maria in Rio Grande do Sul. The plant material was identified by

Prof. Dr. Renato Aquino Zachia (UFSM). The control material (Appendix A) is
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deposited in the UFSM Biology Department Herbarium, under registration SMDB-
15.062.

The extract was obtained from the Laboratory of Phytochemical Investigations
(LABINFITO) of UFSM, where 1,500 g of the collected material was dehydrated in an
oven with air circulation (x 45°C) pulverized in knife mills and stored in an amber
flask. One thousand two hundred grams of pulverized material was macerated with
70% ethanol extractant. On alternate days the container was vigorously shaken, the
solvent being renewed once a week for 30 days. After this period, the extracts were
collected, the solvent evaporated at 45 °C under reduced pressure on rotavap, and

after lyophilization the dried extract was stored in an amber flask.

2.2. Determination of Secondary Metabolites

2.2.1 Determination of Total Phenols

The determination of the total phenol content was performed by the modified
Folin-Ciocalteau method (CHANDRA; MEJIA, 2004). In this methodology the
concentration of total phenols in the sample is determined from the standard curve of
gallic acid at concentrations of 1.0; 3.0; 5.0; 10.0; 20.0; 30.0; 40.0 and 50.0 yg/mL.
To perform the test on 1 mL of the aqueous sample (0.01%), the same volume of
Folin-Ciocalteau reagent is added. After incubating for 5 minutes, add 2 mL of 20%
sodium carbonate (prepared at the time of use). After a further incubation of 10
minutes in the dark, the spectrophotometer absorbances are read at a wavelength of
730 nm.

2.2.2 Determination of Tannins

Tannins were determined by the modified vanillin method (COSTA et al.,
1999). The tannin concentration in the sample will be determined from the standard
catechin curve at 25.0; 50.0; 150.0; 300.0; 450.0; 600.0; 750.0; 900.0; and 950.0
pug/mL. In the analysis 1 mL of sample (0.04%) previously diluted in 80% Methanol
was added 5 mL of 4% Vanillin (CH40O: HCI solution). After 15 minutes of incubation,
absorbances were read on a spectrophotometer with a wavelength of 490 nm.

Analysis of each curve point and sample was performed in triplicate.
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2.2.3 Determination of Flavonoids

The flavonoid content was determined according to the Aluminum Chloride
(AICI3) method (ZHISHEN; MENGCHENG; JIANMING, 1999). The concentration of
flavonoids is obtained through the standard rutin curve from solutions with increasing
concentrations of 40.0; 80.0; 120.0; 160.0 and 200.0 ug/mL. In 500 pL of aqueous
sample (0.04%), 1 mL of distilled water and 150 pyL of 5% Sodium Nitrite (NaNO,)
were added. After 5 min incubation, 150 uL AICl; was added, and incubated for a
further 6 min. After time, 2 mL of Sodium Hydroxide (NaOH) and 1.2 mL of distilled
water were added, and an additional 15 min was incubated until spectrophotometer

reading at 510 nm wavelength.

2.3  Antioxidant Capacity Assenssment

2.3.1 Free radical method 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyla (DPPH)

For quantitative evaluation of the antioxidant capacity of S. molle L. EXB, the
modified CHOI et al (2002) technique was used, using Ascorbic Acid to obtain the
standard curve at concentrations of 1.5625; 3.125; 6.25; 12.5; 25.0; 50.0; 100.0 and
200.0 pg/mL, as a negative control, a diluted DPPH solution in methanol was used.
For the calibration curve, 2.5 ml of each concentration of Ascorbic Acid, 1 ml of 0.3
mM DPPH solution solubilized in 2.5 ml of ethanol was added to the test tube. After
incubation in the dark for 30 minutes spectrophotometer readings were taken at 518
nm wavelength. The assay was performed in triplicate with the standards and the
sample. Percent inhibition is calculated by the equation: % Inhibition = 100 - [(Abs
Sample - Blank Abs) x 100 / Abs Control. The graph obtained by the ratio of
percentage inhibition of DPPH radical versus standard and extract concentrations
allows to determine the concentration of standard and extract (ug/mL) required to
achieve 50% DPPH radical scavenging activity (ICsp ), thus indicating the antioxidant

capacity of Schinus molle L. EXB.
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2.3.2 Cell Cultivation

Peripheral human blood was used for cell viability, cytogenotoxicity and
genotoxicity analyzes. As samples were discarded at the Clinical Analysis Laboratory
of the Franciscan University, under the Institution's Human Research Ethics
Committee (CAAE:31211214.4.0000.5306). For this, human blood was collected
from healthy volunteers by venipuncture using a VR Vacutainer (BD Diagnostics,
Plymouth, UK) and heparin tubes. The Histopaque-1077VR density gradient was
used to separate mononuclear cells using 4 mL blood size. After selection, cells with
an initial density of 2.5 x 10° were treated in the 96-point cell culture plate with crude
extraction of S. molle in the 10, 15, 30 and 60 ug/mL samples with the same

compositions. multi-use from the EXB 1Csy, DPPH could not be tested.

2.3.3 Nitric Oxide Test

A cell culture plate was centrifuged after incubating the treatments (10, 15, 30
and 60 ug/mL EXB) in viable cells, or the supernatant was separated for the assay.
100 uL of the assayed test supernatants were transferred to a 96-well Elisa plate.
Afterwards, 100 pyL of Griess reagent was incorporated into the supernatant. This
reagent is composed of a 1:1 (sulfanylamide) + 1(N-1-naphthylenediamine
bichlorohydrate) solution I, with a 1:1 (v/v) ratio. After 15 minutes incubation at room
temperature, plates were placed on the spectrophotometer at 540 nm wavelength.

Results were calculated as a percentage of negative control (CHOI et al., 2012).

2.3.4 Dichlorofluorescein diacetate test (DCFH-DA)

A standard curve at 0.4; 1.0; 2.0; 4.0 and 8.0 yM were prepared using cell
culture plate and TRIS HCI (10mM) pH7,4, DFC (10uM) and DCFH-DA (0.1mM)
reagents. For sample preparation, 100 uL of EXB was pipetted in the study analyzes
(10, 15, 30 and 60 pg / mL), previously prepared in the cell culture plate, 130 pL of
TRIS HCI solution (10 mM) pH 7.4 and 20 yL DCFH-DA (0.1 mM). The assay was
performed in ftriplicate. After incubation for one hour in the dark and at room
temperature, read the spectrophotometer. A fluorescence was determined based on
excitation (488 nm) and emission (525 nm) wavelengths (ESPOSTI et al., 2002).
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2.4 Identification and quantification of constituents in the extract by high performance

liquid chromatography

The qualitative and quantitative analysis of phenolic compounds was
performed by the High Performance Liquid Chromatography (HPLC) method coupled
to a diode detector (DAD), following the methodology proposed by CALZADA et al.
(2018). Liquid chromatograph (SHIMADZU, Kyoto/Japan), model LC-20AT pump,
SIL-20A automatic injector, DAD SPD-M20A detector and CBM 20A communicator,
controlled by LC SP1 software, were used. The analytical column used was Zorbax
Eclipse Plus, with silica C 18 stationary phase, 5 um diameter particle, dimensions
4.6 mm by 150 mm. Elution occurred at a flow rate of 1.0 mL/min, with eluent
gradient for the mobile phases: A (acetonitrile) and B (2% acetic acid) [4: 96, v/v, 0
min; 12:88, v/v, 20 min; 20:80, v/v, 30 min; 50:50, v/v, 45 min; and 4: 96, v/v, 60 min].
The sample was prepared at a concentration of 10 mg/mL, 20 yuL was removed and
diluted with 980 yL MeOH resulting in 0.2 mg extract. The injection volume was 20
ML and the detection accompanied by photodiode system between 230-400 nm for
60 minutes. The phenolic compounds were identified by comparing the retention time
of the samples with the Merck rutin and quercetin standards. The standard rutin
curve was obtained by triplicate injection of five stock solution concentrations (0.01,
0.03, 0.06, 0.09 and 0.12 mg/mL). The regression equation and the correlation

coefficient were then derived from the curve.

3. Results and Discussion

3.1 Determination of Secondary Metabolites

The secondary metabolites total phenols, tannins and flavonoids quantified in
EXB S. molle were calculated from the standard substance calibration curves for
each metabolite (Table 2). S. molle EXB presented values for total phenols,
flavonoids and tannins, 79.14 + 0.02 mg EAG g™'; 52.65 + 0.00 mg ECAT g'; 231.67
+ 2.49 mg ERUT g, respectively.

The analysis of aroeira extract presented lower result (79.14 + 0.02 EAG g™)
in terms of the total phenol content, when compared to Myracrodruon urundeuva
(field mastic), which presented content (194 EAG g™). larger than S. molle (VIEIRA et
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al., 2015). Although both species belong to the Anacardiaceae family, the difference
is due to the uniqueness of each species.

The flavonoid content (52.65 + 2.49 mg ERUT g') found in S. molle EXB is
significant as it is close to the (69.67 + 3.34 mg/g) content in S. terebinthifolius, plant
of the same genus (ULIANA et al., 2016). The study of tannin content (231.67 + 0.00
mg ECAT g") was significant, since S. molle EXB presented values higher than
those found by Lins et al. (2015) for Melissa officinalis (Lemongrass) with 16,718 +
0,721 mg g-' and Cymbopogon citratus (Lemongrass) with 90,07 + 0,098 mg g-,

popularly used medicinal plants.
3.2 Determination of antioxidant activity

From the construction of the calibration curve for DPPH and ascorbic acid
(standard substance), the antioxidant capacity of S. molle was quantitatively
evaluated. From the curve line, the ICso was calculated for S. molle EXB and for
Ascorbic Acid, which is characterized by the inhibitory concentration capable of
sequestering 50% of the DPPH radical. Percentages of inhibition of DPPH radical by
the standard Ascorbic Acid and S. molle EXB provided the graph with% inhibition and

concentration variables (Figure 1).

Figure 1: Antioxidant capacity by DPPH method expressed as% inhibition of S. molle

EXB.
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The results show Ascorbic Acid with IC5= 3.42+0.86 ug / mL and S. molle
EXB ICs0= 30.54+0.41 pg / mL, the lower the absorbance of the solution containing
the DPPH radical and the standard Ascorbic Acid or S. molle EXB major is the

inhibition percentage; which indicates higher antioxidant capacity. Thus, the results
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indicate that S. molle EXB has antioxidant capacity, and the higher the concentration
of the extract used, the closer this capacity becomes.

Myracrodruon urundeuva also from the Anacardiaceae family, presented in the
study by Vieira et al. (2015) ICs50= 12.9£0.2. In a study by Martins et al. (2014) the
essential oil of S. molle leaves has an inhibition percentage (ICso= 16.0 ug/mL) four
times lower than its fruit oil (ICso= 64.0 pg/mL), however both samples have
antioxidant capacity when compared to ascorbic acid. These results corroborate that
the Anacardiaceae family has a strong antioxidant capacity.

The evaluation of S. molle EXB's ability to inhibit the production of reactive
nitrogen species (RNS) was carried out by nitric oxide assay. Figure 2 shows
hormones in the obtained results, since all EXB concentrations tested when
compared between them and the negative control were efficient to combat the

production of NREs.

Figure 2: Nitric oxide assay for EXB S. molle.
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ON assay after 24 h of incubation. The results were expressed as a percentage of the negative
control (100%). With CN being the negative control: cells in culture medium. Data were expressed as
mean * standard deviation (SD). The analyzes were performed by variance (ANOVA) of 1-way,
followed by Dunnett's post hoc test. Values with p <0.05 were considered statistically significant. Being
* p <0.05, ** p <0.01 and *** p <0.001. CN: negative control (viable cells + culture medium) and CP:

positive control (viable cells + hydrogen peroxide + culture medium).

Myracrodoum urundeuva known as aroeira do sertdo and belonging to the
Anacardiaceae family is used among other reasons for its anti-inflammatory action. A
study by Pereira (2017) shows that the aqueous extract of M. urundeuva has lower

NRN inhibition than the control, whereas ethyl acetate extract inhibited the production
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of RNS. Thus, the S. molle EXB is promising, as it showed action against NRAs,
even being obtained by hydroalcoholic solvent.

Another assay that allows us to analyze the antioxidant capacity, especially of
reactive oxygen species (ROS) is the DCFH-DA assay. Figure 3 shows that all
concentrations tested presented better results than the negative control against ROS.
It was also observed that the concentrations with the best antioxidant capacity were
60 and 10 pg/mL. The latter presented an even more satisfactory result, since it

presents itself as a hormonal result (does not follow the higher concentration/best

action ratio).

Figure 3: DCFH-DA assay for EXB S. molle.
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DCFH-DA assay after 24 h of incubation. The results were expressed as a percentage of the

negative control (100%). With CN being the negative control: cells in culture medium. Data were

expressed as mean + standard deviation (SD). The analyzes were performed by variance (ANOVA) of

1-way, followed by Dunnett's post hoc test. Values with p <0.05 were considered statistically

significant. Being * p <0.05, ** p <0.01 and *** p <0.001. CN: negative control (viable cells + culture

medium) and CP: positive control (viable cells + hydrogen peroxide + culture medium).

The phenolic compounds present in Mango (Mangifera indical.) Belonging to
the Anacardiaceae family as well as the genus Schinus, reduced the ROS signals
necessary to lead the proliferation of tumor cells, demonstrating plant antioxidant
action (TALCOTT; TALCOTT, 2009). No other studies were found using the DCFH-

DA test to achieve a better correlation of results.
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3.3 ldentification and quantification of constituents in the extract by high performance

liquid chromatography

In S. molle EXB, rutin (1) and quercetin (2) were identified (Figure 4).
Identification occurred by analysis of retention times with comparison of DAD spectra
of substances at wavelength 371 nm (rutin - 31.54 min and quercetin - 41.02 min).
The quantification of the identified substances occurred by calculating the area on
the curve. The equations of the lines obtained through the standard curve of the
compounds were y=3E+07x-14850 (r=0.9998) and y=9E+07x-152615 (r=0.9999), for

rutin and quercetin, respectively.

Figure 4: Chromatogram of S. molle EXB obtained by HPLC.
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The presence of rutin and quercetin flavonoids had already been elucidated by
Gehrke (2012) in the S. molle species and were also identified in the other species of
the genus Schinus. The values found in the analysis of S. molle EXB show that the
substance present in the highest concentration is rutin (1). Rutin is characterized by
being a flavonoid with therapeutic action and that normally presents non-toxic action
in pathologies that involve the production of free radicals. The combination of iron
chelating properties and free radical scavengers provides the antioxidant capacity of
flavonoids within the human organism (CIAPPINI et al., 2013).
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4 Conclusion

Considering the increased appeal of the use of natural products, the aim of this
study was to use the phytochemical analysis and pharmacological activity from the
70% crude hydroalcoholic extract (EXB) of the leaves of S. molle L.. The results
obtained regarding the safety and non toxicity of the extract were relevant.

S. molle EXB has in its composition total phenols (79.14+0.02 mg EAG g™);
flavonoids (52.65+2.49 mg ERUT g') and tannins (231.67.75+0.00 mg ECAT g™"). It
has antioxidant action (ICsp= 30.54+0.41 ug/mL) and ability to capture reactive
oxygen and nitrogen species. S. molle EXB has in its composition the flavonoids
Rutina (58.63 mg/g) and Quercetin (0.665 mg/g), which may be directly linked to its

antioxidant action, and thus has its suggested use.
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