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RESUMO
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CASCAS E TRITERPENOIDES OBTIDOS DE CARINIANA
DOMESTICA (MART) MIERS

AUTORA: Vanessa Janovik
ORIENTADORA: Margareth Linde Athayde
Local e data da defesa: Santa Maria, 31 de marco de 2011

A familia Lecythidaceae consiste em cerca de 230 espécies, classificada em 10
géneros. A espécie Cariniana domestica (Mart) Miers € uma das diversas espécies
de Jequitiba, as arvores milenares mais antigas do Brasil. O presente estudo teve o
objetivo de caracterizar quimicamente a espécie, visando contribuir para um maior
conhecimento sobre a familia Lecythidaceae. As cascas de C. domestica foram
coletadas no municipio de Tangara da Serra-MS e o material foi catalogado sob o
registro SMDB 11818 no departamento de Biologia da UFSM. O material vegetal foi
seco, triturado e moido. O p6 obtido foi submetido a maceragao hidroalcéolica (7:3,
v/v), seguindo-se de concentracdo em evaporador rotatorio. A particdo do extrato
aquoso remanescente originou as fracbes F-CH.Cl,, F-AcOEt e F-BuOH. Os
procedimentos cromatograficos de isolamento levaram a obtencao do fitoesterdis (-
sitosterol + estigmasterol) e triterpenos pentaciclicos (lupeol + B-amirina), os quais
foram identificados por métodos espectroscopicos (‘H-RMN e '*C-RMN) e
cromatograficos (CG/EM e CLAE). Adicionalmente, foi avaliada a capacidade
antioxidante frente ao radical DPPH, bem como utilizando o método do TBARS.
Foram ainda realizadas dosagens investigativas quanto ao teor de polifendis totais e
flavondides e um perfil cromatografico para identificacdo de alguns compostos
fendlicos também foi tracado. Os ensaios com o radical DPPH revelaram elevada
capacidade sequestradora de radicais livres, sendo que os valores de 1Csy obtidos
variaram de 6,5 + 0,81 a 19,5 £ 1,32 ug/mL. No ensaio do TBARS, os valores de ICsg
obtidos variaram de 11,11 £ 0,85 a 44,5 + 2,31. A determinacao de polifendis totais
revelou um teor variavel de 54,6 + 0,33 a 309,3 £ 2,73 mg/g. As determinagdes de
flavondides totais e taninos condensados variaram de 12,0 + 0,12 a 14,18 £ 0,1
mg/g e 131 + 0,03 a 149,7 £ 0,22, respectivamente. A analise por CLAE revelou a
presenca dos acidos galico, caféico e clorogénico, além dos flavondides rutina,
quercetina e campferol. Na fracao diclorometano foram identificados os carotendides
licopeno e B-caroteno. Os resultados obtidos demonstram que a espécie C.
domestica apresenta propriedades antioxidantes e os compostos identificados pela
primeira vez para esta espécie podem estar relacionados com seus usos populares.

Palavras-chave: Cariniana domestica, Lecythidaceae, triterpenos, CLAE, DPPH
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The Lecythidaceae family consists of about 230 species, classified in some 10
genera. The species Cariniana domestica (Mart) Miers is one of several Jequitiba
species, the oldest and millenary trees from Brazil. The present work developed
studies with the aim of characterize the species when concerning to chemical
aspects, in order to contribute to the knowledge improvement about Lecythidadeae
family. The barks of C. domestica were collected in Tangara da Serra-MS. Exsiccate
was archived as voucher specimen in the herbarium of Department of Biology at
UFSM (SMDB 11818). Plant material was dried, crushed and powdered. The powder
was submitted to hidroalcoolic maceration (7:3, v/v) and concentrated under reduced
pressure. The remained aqueous extract was partitioned to obtain the fractions F-
CH.Cl,, F-AcOEt e F-BuOH. Chromatographic procedures led to the isolation of
phytosterols (B-sitosterol + stigmasterol) and pentacyclic triterpenes (lupeol + [3-
amyrin), which were identified by means of spectroscopic (‘H-NMR and '*C-NMR)
and chromatographic (GC/MS and HPLC) methods. Additionally, the antioxidant
capacity was evaluated by measuring its scavenging ability on DPPH and also using
TBARS assay. Contents of total polyphenolic and flavonoid were measured as well
as a chromatographic profile searching for phenolic substances was determined..
From F-CH.Cl,, DPPH assay revealed high scavenging ability with ICso values that
ranged from 6.5 £ 0.81 to 19.5 + 1.32 pg/mL. ICs, values obtained with TBARS assay
ranged from 11.11 + 0.85 to 44.5 + 2.31 pg/mL. Polyphenolic contents varied from
54.6 + 0.33 to 309.3 £ 2.73 mg/g. Total flavonoid and condensed tannin contents
varied from 12.0 £ 0.12 to 14.18 £ 0.1 and 131 + 0.03 to 149.7 £ 0.22, respectively.
HPLC analysis revealed the presence of gallic, caffeic and chlorogenic acids, as well
as the flavonoids rutin, quercetin and kaempferol. The carotenoids lycopene and [3-
carotene were identified in dichloromethane fraction. The results revealed that the
species C. domestica achieves antioxidant properties and the compounds identified
for the first time for this species can be related to its popular uses.

Key-words: Cariniana domestica, Lecythidaceae, triterpenes, HPLC, DPPH
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1. INTRODUCAO

O uso de plantas no tratamento e na cura de enfermidades é tdo antigo
quanto a espécie humana. O conhecimento sobre plantas medicinais simboliza
muitas vezes o Unico recurso terapéutico de muitas comunidades e grupos étnicos.
(MACIEL et al., 2002).

A evolucao da arte de curar possui numerosas etapas, porém, torna-se dificil
delimita-las com exatidao, ja que a medicina esteve por muito tempo associada as
praticas magicas, misticas e ritualisticas. A preocupacédo com a cura de doencas, ao
longo da histéria da humanidade, sempre se fez presente. Sabemos que os
alquimistas, na tentativa de descobrir o "elixir da vida eterna", contribuiram, e muito,
na evolugao da arte de curar. Esta medicina tradicional permanece até os dias de
hoje, com base em praticas mantidas ha milhares de anos (PEREIRA et al., 2004).

As plantas medicinais respondem por cerca de 25% do total das prescricoes
médicas em paises industrializados. Nos paises em desenvolvimento, a participacao
de plantas medicinais no arsenal terapéutico alcanca 80%. Utilizadas como matéria-
prima para a producao de extratos ou para o isolamento de substancias naturais
puras, representam uma area em franca expansao. Adquirem importancia cada vez
maior as substancias naturais puras e os extratos purificados ou padronizados, que
permitem uma caracterizagdo analitica e preenchem adequadamente aos requisitos
de qualidade, eficacia e seguranca, exigidos de qualquer medicamento moderno,
seja ele natural ou sintético (SHARAPIN, 2000).

Outro aspecto a ser ressaltado é a quantidade de plantas existente no
planeta, sendo que a maioria € desconhecida sob o ponto de vista cientifico, onde
entre 250-500 mil espécies, somente cerca de 5% tém sido estudadas
fitoquimicamente e uma porcentagem ainda menor € avaliada sob os aspectos
biologicos (CECHINEL FILHO, 1997).

A importancia das plantas medicinais deve-se também por serem fontes
naturais de farmacos e por proporcionarem chances de obter-se uma molécula
protétipo, devido a diversidade de constituintes que apresentam. No entanto,

inUmeras plantas utilizadas em preparacdes fitoterapicas precisam de um maior
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controle de qualidade, uma vez que podem apresentar também substancias téxicas
ou composicao quimica muito variavel (CALIXTO, 2000; NOLDIN et al., 2002).

As observacdes populares sobre o uso e a eficacia de plantas medicinais
contribuem de forma relevante para a divulgacdo das virtudes terapéuticas dos
vegetais, prescritos com freqiiéncia, pelos efeitos medicinais que produzem, apesar
de ndo terem seus constituintes quimicos conhecidos. Dessa forma, usuarios de
plantas medicinais de todo o0 mundo mantém em voga a pratica do consumo de
fitoterapicos, tornando validas as informacdes terapéuticas que foram sendo
acumuladas durante séculos. De maneira indireta, este tipo de cultura medicinal
desperta o interesse de pesquisadores em estudos envolvendo areas
multidisciplinares, como por exemplo, a botanica, a farmacologia e a fitoquimica, que
juntas enriguecem os conhecimentos sobre a inesgotavel fonte medicinal natural: a
flora mundial (MACIEL et al., 2002).

As pesquisas com plantas medicinais envolvem investigacées da medicina
tradicional e popular (etnobotanica); isolamento, purificacdo e caracterizacdo de
principios ativos (quimica orgéanica: fitoquimica); investigacdo farmacolégica de
extratos e dos constituintes quimicos isolados (farmacologia); transformacoes
quimicas de principios ativos (quimica organica sintética); estudo da relacéo
estrutura/atividade e dos mecanismos de acdo dos principios ativos (quimica
medicinal e farmacolégica) e finalmente, a operacdo de formulacdes para a
producdo de fitoterapicos. A integracdo destas areas na pesquisa de plantas
medicinais conduz a um caminho promissor e eficaz para descobertas de novos
medicamentos (MACIEL et al., 2002).

A elucidacao dos componentes ativos presentes nas plantas, bem como seus
mecanismos de acdo, vem sendo um dos maiores desafios para a quimica
farmacéutica, bioquimica e a farmacologia. As plantas contém inameros
constituintes, e seus extratos quando testados podem apresentar efeitos sinérgicos
entre os diferentes principios ativos devido a presengca de compostos de classes ou
estruturas diferentes contribuindo para a mesma atividade. Além disto, os compostos
naturais podem ser modificados em sua forma estrutural original, possibilitando
desta forma o planejamento racional de novas moléculas e obtencdo de estruturas
mais seguras e eficazes, além de poderem apresentar propriedades farmacoldgicas
nao esperadas (RATES, 2001).
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A familia Lecythidaceae é conhecida como a “familia da castanha do Brasil” e
possui pelo menos 287 espécies tipicamente tropicais. Os trabalhos relacionados
com estudos quimicos de espécies desta familia conduziram a identificacdo de
triterpenos pentaciclicos, saponinas, acido elagico e alcalbides do tipo indolo [2,1-b]
quinazolinicos. Foram descritos diversos compostos triterpénicos para espécies dos
géneros Eschweilera e Gustavia (SOUZA et al., 2001; CARVALHO et al., 1998). O
género Cariniana engloba as diversas espécies de Jequitiba, as arvores milenares

mais antigas do Brasil.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

O objetivo geral deste trabalho foi a avaliacdo da constituicdo quimica da
espécie Cariniana domestica (Mart) Miers.

2.2 Objetivos especificos

— Isolamento de metabdlitos secundarios por métodos cromatograficos;
— Realizar a identificagdo dos compostos isolados utilizando métodos
espectroscopicos (RMN de 'H e '°C) e cromatograficos (CLAE e CG/EM);
— Quantificar os compostos isolados utilizando CLAE;

— Obter perfil cromatografico do extrato bruto e das fragdes;

— Determinar a capacidade antioxidante pelo método do DPPH;

— Avaliar a inibicdo da peroxidacao lipidica pelo método do TBARS;

— Realizar a dosagem de polifendis totais pelo método de Folin-Ciocalteau;
— Realizar a dosagem de flavondides totais e taninos condensados.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 A importancia do conhecimento em plantas medicinais

O sistema publico de saude no Brasil ndo possui uma politica de assisténcia
farmacéutica capaz de suprir as necessidades medicamentosas da populagéo,
sobretudo nas regides mais pobres, onde a populacdo carente apresenta
dificuldades para obter os medicamentos essenciais, bem como adoece muito mais
(COSENDEY et al.,, 2000). Com a descentralizacdo do poder publico, 0 municipio
atinge a gestdo plena, com autonomia para implantar programas de assisténcia a
saude, quando necessarios. Estados e municipios brasileiros vém realizando nas
duas ultimas décadas a implantacdo de Programas de Fitoterapia na atencao
primaria a saude, com o intuito de suprir as caréncias medicamentosas de suas
comunidades. (OGAVA et al., 2003; MICHILIS, 2004).

A experiéncia mais antiga que influenciou a criacdo de programas de
fitoterapia no Brasil foi o Programa Farméacias Vivas, criado pelo professor Francisco
José de Abreu Matos da Universidade Federal do Cear4, ha mais de vinte anos. E o
primeiro programa de assisténcia social farmacéutica baseado no emprego cientifico
de plantas medicinais desenvolvido no Brasil, tendo por objetivo produzir
medicamentos fitoterapicos acessiveis a populacao carente (MATOS, 1998).

A vasta gama de informacbes sobre o uso de plantas como remédios em
todos os lugares do mundo leva a necessidade do desenvolvimento de métodos que
facilitem o dispendioso processo de avaliar cientificamente o valor terapéutico de
espécies vegetais. (ELISABETSKY, 1999).

Dessa forma, a fitoquimica torna-se importante no descobrimento de novos
principios ativos, tendo em vista que alguns compostos originados de plantas nao
podem ser ou nunca foram quimicamente sintetizados (FRANGCA, 1999). Um
exemplo desses farmacos sintéticos sdo os hormonios e anticoncepcionais obtidos a
partir de sapogeninas extraidas de matérias primas vegetais (MATOS, 1998).

Em nosso pais, os estudos cientificos envolvendo produtos naturais ativos,
suas indicacdes e contra-indicagdes, podem proporcionar aos fitofarmacos um maior
nivel de aceitagdo médica, respaldados pela comprovacdo de sua eficacia
terapéutica em experimentos farmacolégicos pré-clinicos e clinicos. Este fato € de
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extrema importancia, considerando-se que o Brasil se encontra atualmente nas
primeiras posi¢cdes no mercado mundial de farmacos, necessitando urgentemente
que as industrias de fitofarmacos existentes se desenvolvam para competir inclusive
a nivel internacional (CECHINEL FILHO, 1997).

Assim, a quimica de produtos naturais tem por objetivo 0 esclarecimento e
registro dos constituintes resultantes do metabolismo secundario dos seres vivos,
principalmente no campo da fitoquimica, através do seu isolamento e elucidacao de
suas estruturas moleculares (SILVA et al., 2006).

E neste contexto social que as plantas medicinais e os fitoterapicos adquirem
importdncia como agentes terapéuticos e, por isso, devem ser prioritariamente

analisados.
3.2 Produtos Naturais

Os metabolitos secundarios produzidos por plantas tiveram um papel
fundamental no desenvolvimento da quimica organica s. Isso resultou no isolamento
de alguns principios ativos de plantas, ja entdo conhecidas como medicinais. Desses
estudos foram obtidas algumas substancias que se consagraram como principios
ativos eficazes, e que até hoje, ainda sdo muito empregados no tratamento de certas
doencas, a exemplo da morfina, quinina, canfora, e cocaina. A natureza, de forma
geral, tem produzido a maioria das substancias organicas conhecidas. Desta forma,
as plantas constituem-se num enorme laboratério de sintese organica, fruto de
milhdes de anos de evolucdo e adaptagdo sobre a terra (MONTANARI, BOLZANI,
2001).

A procura por farmacos a partir de um “screening” com uma variedade de
espécies vegetais para testes bioldgicos especificos € uma das formas racionais
adotadas para a obtencao de farmacos de origem vegetal. A busca por estes futuros
candidatos a farmacos difere dos meios sintéticos devido a diversidade molecular e
pela funcionalidade bioldgica (NISBET, MOORE, 1997).

O isolamento das primeiras substancias naturais puras do reino vegetal
comecgou a ocorrer no século XVIII. Os séculos XVIII e XIX caracterizaram-se pelas

técnicas de extracdo, principalmente de acidos organicos e alcalbéides. Nesta época
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foram realizados importantes isolamentos de substancias como a morfina, quinina e
estricnina (PINTO et al., 2002).

Os produtos naturais fornecem medicamentos Uteis cuja produgdo na forma
sintética é dificil e muitas vezes inviavel economicamente. De fontes naturais
também podem ser retirados compostos basicos que modificados se tornam mais
eficazes e menos téxicos (ROBBERS et al., 1997).

Alguns exemplos de produtos naturais obtidos e modificados incluem a
aspirina. A salicinina e a salicigenina isoladas de Salix alba e Filipendula ulmaria
respectivamente, sado derivadas do acido salicilico, que apresenta propriedades
analgésicas e antiinflamatorias conhecidas. Uma modificagdo estrutural simples
como uma acetilacao, foi capaz de fornecer o acido acetilsalicilico, amplamente
utilizado (HOSTTETMANN et al., 2003).

Outro exemplo é a Papaver soniferum, a papoula, espécie da qual é extraido
0 Opio. Um dos constituintes majoritarios do 6pio é a morfina, um alcaléide com
propriedades narcéticas e analgésicas. A partir da morfina foi sintetizada a
diacetilmorfina, comercializada inicialmente como antitussigeno, sendo tao eficaz
que foi denominada uma substancia herdica, dai o nome heroina (HOSTTETMANN
et al., 2003).

Das cascas de Cinchona spp. foi isolada a quinina, um alcaldide utilizado
durante muito tempo como antimalarico e que serviu como protétipo para descoberta
de outros derivados antimalariais como a cloroquina e a mefloquina (BARREIRO,
FRAGA, 2001).

Uma das classes mais abundantes de metabdlitos secundarios presente nas
plantas sdo os triterpenos e fitoesterdis. O acido betulinico, por exemplo, apresenta
moderada atividade antitumoral e anti-HIV, sendo que um derivado denominado
Berivimat apresentou intensa atividade anti-HIV e encontra-se em fases avangadas
de testes clinicos (KUO et al., 2009).

3.3 Atividade antioxidante
Atualmente, numerosas pesquisas sugerem que o estresse oxidativo esta

envolvido na patogénese de muitas doencas incluindo desordens
neurodegenerativas, cancer, diabetes e doencas cardiovasculares, atuando também
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no processo de envelhecimento. O estresse oxidativo é definido como um
desequilibrio que ocorre no balangco da producédo de espécies reativas de oxigénio
(ERQOs) como o peroxido de hidrogénio, o anion superdxido e radicais hidroxila, bem
como na habilidade de sistemas bioldgicos enzimaticos e nao enzimaticos
protegerem 0 organismo contra tais danos. Como consequéncia do estresse
oxidativo pode ocorrer oxidacdo de proteinas, lipidios e DNA, que podem levar a
degeneracao e até morte celular (Figura 1). Diferentes estratégias terapéuticas tém
sido propostas para a prevencgao e tratamento de doengas mediadas por EROs, com
énfase especial na terapia com antioxidantes (PAZ et al., 2010; VALKO et al., 2007;
EMERIT et al., 2004).

Causas Consequéncias
Alvos
* Poluentes Ambientais ey
(ex: tabaco) » Lipidos * Doencas

membranares cardiovasculares

* Farmacos Radicais
: . livres ::>. ‘ :>
« 16es metalicos Proteinas Desordens

sl ! neurologicas
*» Acidos nucleicos

« Radiacao
N * Doencas
+ Exercicio excessivo * Glicidos pulmonares
* Processos de + Diabetes
inflamacao

* Artrite reumatodide

* Envelhecimento

Figura 1 - Principais causas e consequéncias da acao dos radicais livres
(reproduzido de Ferreira, Abreu, 2002)

Antioxidantes sao substancias que retardam ou previnem significativamente a
oxidacao de lipidios e outras moléculas ao inibirem a iniciagcdo ou a propagacéao da
reacdo de oxidacdo em cadeia, além de prevenirem ou repararem danos
ocasionados as células pelas espécies reativas de oxigénio (AL-MAMARY et al.,
2002; CHANWITHEESUK et al., 2005;). As substancias com nucleo fenélico como
os tocoferdis, os flavondides e acidos fendlicos apresentam destaque especial como
antioxidantes por atuarem como eficientes captadores de EROs, além de reduzirem
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e quelarem ions que catalisam a peroxidacao lipidica (AI-MAMARY et al., 2002;
ANDRADE et al., 2007).

Alguns produtos naturais com atividade antioxidante podem ser Uteis no
auxilio do sistema protetor endégeno, podendo ser utilizados como nutracéuticos
(KANTER, 1998). Nessa perspectiva, os antioxidantes presentes na nossa dieta
assumem uma grande importancia como possiveis agentes protetores que ajudam o
corpo humano na reducédo dos danos oxidativos.

Os fitoquimicos (Figura 2) sao classificados como compostos bioativos
provenientes de diferentes partes das plantas, tais como, sementes, frutos, folhas,
raizes (RAMARATHNAM et al.,,1995) e estao relacionados com a reducao do risco
de ocorréncia de diversas doencas crbénicas. Sendo o estresse oxidativo induzido
por radicais livres, responsavel por varias dessas doencas cronicas, os fitoquimicos
presentes nos vegetais assumem cada vez mais uma enorme importancia. Ja foram
identificados mais de 5000 fitoquimicos, no entanto, uma grande percentagem
destes compostos é ainda desconhecida, sendo importante a sua identificacao para
melhor compreender a sua contribuicao para a saude ao serem incluidos na nossa
dieta (LIU, 2003).



24

Acidos galico, protocatéquico,
hidroxibenzdicos vanilico, siringico
Alcaldides /
Acidos
fendlicos - g
: p-CUmAnco
\4 __ Acidos cafeico, fenilico,
hidroxicinamicos sindpico

| |~ [

querceting,
canferol, miriceting,
galangina, fisetina

Compostos Flavondis

fendlicos

. = \A Cumarinas apigenina,
Fitoquimicos Flavonas { crisina, Iuteoling
catequina,
Flavandis Epicafeq“i”a- :
Flavonoides BEEaCa

— Estibenos

N

S

; eriodictol,
— astaxanting, g-carotends, Flavanonas hesperiting,
B-caroteno, B-criptoxanting,
licopeno, luteina e zeaxantina

naringenina

cianidina,

derivados da clorofila, Som e Pelargonidina,
C;);:I){J:dsggs aminoacidos e aminas { delfinidina, peonidina,

[

malvidina

-

-oompostoa de enxofre r genisteina, daidzeina,
VAR [ alilicos jindoles = gliciteina,

an Ifurados Bt “- Isoflavonoides -
Alp T isotiocianatos formononetina

Figura 2 — Exemplos de algumas das principais classes de fitoquimicos (reproduzido
de Ferreira, Abreu, 2002)

A atividade antioxidante de compostos fendlicos deve-se principalmente as
suas propriedades redutoras e estrutura quimica. Estas caracteristicas
desempenham um papel importante na neutralizacdo ou sequestro de radicais livres
e quelacao de metais de transicdo, agindo tanto na etapa de iniciagdo como na
propagacdao do processo oxidativo. Os intermediarios formados pela agdo de
antioxidantes fendlicos sao relativamente estaveis, devido a ressonancia do anel
aromatico presente na estrutura destas substancias (SOARES, 2002; SOUSA et al.,
2007).

Para além dos compostos fendlicos, também os carotendides possuem
atividade antioxidante importante para a saude humana. Efetivamente, o papel
fotoprotetor dos carotendides esta relacionado com a sua capacidade de bloquear e
inativar EROs formadas na presencga de luz e ar. Os carotendides conseguem reagir
com radicais livres e tornarem-se, eles proprios, radicais estaveis devido a

deslocalizacao dos elétrons desemparelhados ao longo da sua cadeia. Por exemplo,
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o B-caroteno reage com um radical peroxila formando um radical que interrompe a
cadeia de propagacdo das espécies reativas de oxigénio (FERREIRA, ABREU,
2002; FANG et al., 2002).

3.4 Descricao da planta
3.4.1 Descricao da familia Lecythidaceae

A familia Lecythidaceae consiste em cerca de 230 espécies, classificada em
10 géneros de plantas lenhosas originarias da América do Sul, sudeste da Asia e
Africa Ocidental, com maior diversidade na regido neotropical. A maioria das
espécies é formada por arvores ou arbustos (TSOU, MORI, 2007).

Segundo Souza e Lorenzi (2005), no Brasil ha cerca de 100 espécies, a
maioria nas florestas Amazdnia e na Mata Atlantica do nordeste. Conhecida por ser
a familia da castanheira do Para (Bertholletia excelsa), cujas sementes sao
apreciadas no mundo todo, a etimologia do nome desta familia vem do grego

Lecythis, que significa “urna” ou “vaso”, uma alusédo a forma dos frutos;
3.4.2 Descricao da espécie Cariniana domestica (Mart) Miers

A espécie Cariniana domestica, antigamente denominada Couratari
domestica, pertence a familia Lecythidaceae, sendo conhecida popularmente como
“‘lequitiba roxo” (Figura 3). Apresenta-se como uma arvore alta e frondosa,
possuindo folhas pecioladas, pergamentaceas, oblongas e glabras. As flores sao
dispostas em paniculas terminais ou axilares. Possui fruto pixidio cilindrico. E
encontrada principalmente nos estados de Goias e Mato Grosso, no Brasil. (PIO
CORREA, 1969).
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Figura 3 - Foto ilustrativa de uma espécie de jequitiba (Cariniana spp.).
Disponivel em: < http:/pt.wikipedia.org/wiki/Ficheiro:Jequitiba.jpg >

3.5 Estudos quimicos e farmacoldgicos descritos para o género

Cariniana.

Quanto aos aspectos quimicos e farmacolégicos, as espécies Cariniana spp.
sdao muito pouco estudadas. Na medicina popular, o Jequitiba é utilizado como
adstringente. O cha das cascas é utilizado para curar hemorragias internas,
leucorréia, angina e afec¢cdo das amidalas. Os taninos presentes nas cascas sao
empregados no curtimento de couros, e a casca também tem grande acédo
desinfetante (NETO, MORAIS, 2003). Alguns estudos relatam atividade
antiinflamatéria (SANTOS, 2000).

Atualmente, muito pouco é conhecido sobre a composicao quimica da familia
Lecythidaceae. Alguns autores (CARVALHO et al., 1998; SOUZA, et al., 2001)
relatam que ja foram identificados triterpenos pentaciclicos, saponinas, acido elagico
e alcaléides do tipo indolo-[2,1-b]-quinazolinicos de espécies da familia
Lecythidaceae. Carvalho et al. (1998), identificou uma série de triterpenos na
espécie Eschweilera longipes Miers, utilizada na industria madeireira e como
combustivel doméstico. Entre os compostos identificados estao fridelina, fridelinol, a-
amirina, B-amirina, 3-OB-cinamoil-a-amirina, 3-OB-cinamoil-B-amirina, a-amirenona,

B-amirenona, 3-a-hidroxi-lupeol, 3-a-hidroxi-taraxasterol, B-sitosterol, stigmasterol, a-
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tocoferol e tocotrienol. Souza et al. (2001) realizou estudo quimico de Gustavia
augusta L., utilizada popularmente com anti-leishmaniose e antiinflamatéria. Os
autores também identificaram compostos triterpénicos como estigmasterol,
espinasterol, espinasterona, D-friedoolean-14-en-33-ol (taraxerol), D-friedoolean-14-
en-3-ona (taraxerona) e D-friedoolean-14-en-3a-ol (epitaraxerol), além de
estigmasterol, a e B-amirina, lupeol, 3-a-hidroxi-lupeol (epilupeol) e acido betulinico.
Em estudos relacionados com a constituicdo quimica das espécies Cariniana
spp., podemos citar um estudo desenvolvido por Lima et al. (2002) o qual levou ao
isolamento e determinagao de estrutura de saponinas presentes em Cariniana rubra,
identificadas como monodesmosideos e bidesmosideos derivados do acido
arjundlico (Figura 4). Além das saponinas, os autores isolaram também os
compostos estigmasterol, B-sitosterol, B-amirina e 3-O-b-D-glucosideo de sitosterol.
Segundo estes autores, triterpenos, saponinas e taninos sao encontrados na familia
Lecythidaceae, contudo, pouco se sabe sobre a constituicdo quimica do género

Cariniana.

Baurin et al. (2002) estudou algumas espécies de plantas em relagcdo a
inibicdo da tirosinase, enzima envolvida no processo de melanogénese. Neste
estudo foram avaliadas 68 espécies de plantas quanto a inibicdo da tirosinase
utilizando método espectrofotométrico. A espécie Cariniana brasiliensis foi avaliada
e apresentou inibicdo de 90%, sendo a planta que apresentou a melhor inibicéo,
ficando atrds apenas da espécie Morus alba (97% de inibicdo), utilizada como
controle positivo e que apresenta acdo despigmentante comprovada. A espécie
Cariniana brasiliensis ja havia sido descrita com possuidora de agao clareadora da
pele por Shimomura et al. (1995), porém via inibicao da hialuronidase.

Fenner et al. (2006), incluiu em seu estudo o uso de Cariniana estrellensis e
Cariniana legalis como parte das plantas utilizadas no Brasil como antifungicas. As
cascas destas duas espécies sao utilizadas popularmente no tratamento da
leucorréia (FREISE, 1933).

Um estudo relacionado com agdes bioldgicas foi realizado por Santos (2000),
abordando uma triagem farmacolégica de plantas medicinais usadas popularmente
no Mato Grosso como antiinflamatérias. Este estudo incluiu a espécie C. rubra.
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Em trabalho publicado recentemente, foi realizada avaliagdo da atividade
antimicrobiana de espécies do cerrado do Mato Grosso, entre as quais, Cariniana
rubra. Neste estudo, os extratos mais polares das cascas foram efetivos contra os
fungos Aspergillus fumigatus e Aspergillus niger, apresentando MICs = 100-1000
pg/mL (SILVA JUNIOR et al., 2009).

Em relagdo a espécie C. domestica, nao foram encontrados trabalhos

relacionados a estudos quimicos ou farmacolégicos até o presente momento.
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Figura 4 - Compostos isolados de Cariniana rubra por Lima et al. (2002). Compostos
1 (4cido 28-b-glucopiranosil-23-0O-acetil arjundlico); 2 (acido 3-O-b -glucopiranosil
arjundlico); 3 (acido 28-O-[a-Rhamnopiranosil-(1,2)-b-glucopiranosil]-23-O-acetil

arjundlico).
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4. RESULTADOS

Esta dissertacdo apresenta os resultados obtidos na forma de artigos
cientificos, os quais estdao formatados de acordo com as normas dos periédicos aos
quais estao publicados, aceitos ou submetidos. Contempla um item de discussao
geral no qual os principais dados sdo discutidos em conjunto, além dos anexos onde
estdo colocados os espectros de ressonancia magnética dos compostos isolados e
demais publicacoes cientificas.

4.1 JANOVIK, V., BOLIGON, A.A, FELTRIN, A.C., PEREIRA, D.F., FROHLICH, J.K.,
& ATHAYDE, M.L. (2009). Doseamento de polifendis, flavondides e taninos no
extrato bruto e fragdes de Cariniana domestica (Mart.) Miers. Revista Saude, 2, 25-
29.

Artigo publicado na Revista Saude, em 2009.
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RESUMO

O presente trabalho teve como objetrvo realizar a avaliacio do teor de polifendis, flavondides e taninos no extrato bruto
e fracdes das cascas de Cariniana domestica (Mart.) Miers, visando comparar com as suas atividades antioxidantes. Os
valores encontrados para polifenéis variaram de 54.6 £ 0,333 a 309.3 + 2,733 miligramas de acido pirogalico por grama
de planta seca. Os valores encontrados para flavondides variaram de 12 = 0,12 a 14,18 = 0.1 miligramas de rutina por
grama de planta seca. Por fim. os valores encontrados para taninos 131 = 0,03 a 149.7 = 0.22 miligramas de icido
pirogalico por grama de planta seca. Estas concentracdes indicam que Cariniana domestica possui um alto teor de
substincias com capacidade sequestrante de radicais livres. podendo ser estudada de maneira mais aprofundada quanto a um

possivel uso como antioxidante.

Palavras-chave: Cariniana. polifenéis. flavondides. taninos

SUMMARY

This study aimed to make an assessment of the content of polyphenols. flavonoids and tannins in the crude extract and
fractions from the bark of Cariniana domestica (Mart.) Miers, so as to compare them with their antioxidant activities.
The values found for polyphenols ranged from 0.333 to 309.3 = 54.6 = 2.733 milligrams of pyrogallic acid per gram of
dry plant The values found for flavonoids ranged from 12 + 0.12 to 1418 = 0.1 mg of rutin per gram of dry plant. Finally.
the values found for tannins ranged from 131 = 0.03 to 149.7 = 0.22 mulligrams of pyrogallic acid per gram of dry plant.

These findings indicate that Cariniana domestica has a high content of free radical scavengers and can be studied more

thoroughly as a potential antioxidant agent.

Keywords: Cariniana, polyphenols, flavonoids, tannins

INTRODUCAO

A espécie Cariniana domestica, popularmente conhecida
como jequitiba roxo, pertence a familia Lecythidaceae, constituida
de 25 géneros e 400 espécies que se apresentam na forma de
arvores de grande porte, com distribuicdo pantropical. Alguns
constituintes com atividade farmacolégica tém sido isolados de
espécies desta familia e, por isso, torna-se importante o
desenvolvimento de estudos fitoquimicos e farmacolégicos destas
espécies s

Antigamente chamada Couratari donestica, é uma arvore
alta e frondosa, possuindo folhas pecioladas, pergamentaceas,

oblongas. crenado-serreadas e glabras. As flores sdo dispostas em

paniculas terminais ou axiliares e fruto pixidio cilindrico.
Produz madeira branca propria para caixotaria e pasta para
papel. O liber é branco e espesso, empregado em cordoaria,
podendo servir para curtume g

O género Cariniana é pouco estudado. Alguns trabalhos
relatam o 1solamento de compostos triterpénicos e atividade
antiinflamatoria para Cariniana rubra * Paraa espécie
Cariniana brasiliensis, foi relatada atividade inibitéria da
enzima tirosinase S_ Em 2006, o uso de Cariniana estrellensis
é incluido em estudo de plantas utilizadas no Brasil como

; -
antifiingicas .
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A avaliacdo do potencial terapéutico de plantas medicinais e
de alguns de seus constituintes, tais como flavonoides, alcaloides,
triterpenos, sesquiterpenos, taninos, lignanas, entre outros, tem
sido objeto de incessantes estudos, onde ja foram comprovadas as
acdes farmacologicas através de testes pré-clinicos com animais.
Muitas destas substidncias tém grandes possibilidades de
futuramente serem utilizadas como agentes medicinais i

De acordo com alguns autores, o oxigénio molecular e seus
radicais sdo os reagentes mais importantes na bioquimica dos
radicais livres nas células aerdbicas. O termo “espécies reativas de
oxigénio” (ERO) inclui os radicais livres contendo oxigénio, como
o dnion superdxido (Oq_), oradical mdroxila (HO), o radical peroxila
(ROO) e espécies 1o radicalares como o peroxido de idrogénio
(H’Oq) e 0 oxigénio singlete (10"), os quais sdo frequentemente
gefacfos como subprodutos de re;gﬁes biolégicas ou por fatores
exogenos a

Estas espécies reativas de oxigénio podem causar um grande
mimero de desordens celulares ao reagir com lipideos, proteinas,
carboidratos e acidos nucléicos, e estdo envolvidas tanto no
processo de envelhecimento, como também em muitas
complicacdes bioldgicas, incluindo inflamacéo cronica, problemas
respiratorios, doencas neurodegenerativas, doencas auto-imunes.
carcinogénese e mutagénese ol

As substancias com nucleo fendlico, como tocoferdis,
flavonoides e acidos fendlicos, apresentam destaque especial como
antioxidantes, por atuarem como eficientes captadores de espécies
reativas de oxigénio o

Os taninos sio componentes polifendlicos encontrados nas
plantas. Tais compostos sdo responsaveis pela adstringéneia das
plantas " Dividem-se em dois grupos: as proantocianidinas, que
sdo os tanmos condensados, responsaveis pelas caracteristicas
atribuidas a estas substancias, como adstringéncia e precipitacio
de proteinas, e os taninos hidrolisaveis. Os taninos condensados
50 polimeros de flavan-3-ol ou flavan-3 4-diol, apresentando uma
rica diversidade estrutural. O método da vanilina baseia-se na
reacdo da vanilina com os taninos condensados, com a formacao
de complexos coloridos "

Os flavonodides possuem uma série de propriedades
farmacolégicas que os fazem atuar sobre os diversos sistemas
biologicos. As propriedades antioxidantes dos flavondides podem
ser benéficas a saude, por prevemrem a oxidacéo de LDLs, por
exemplo " Amaioria dos flavonéides possut 15 atomeos de carbono
em seu nucleo fundamental, constituido de duas fenilas higadas
por uma cadeia de trés carbonos entre elas. Nos compostos
triciclicos, as unidades sdo chamadas nicleos A, B e C, e 0s atomos
de carbono recebem a numeragdo com nimeros ordinarios para os
micleos A e C e os mesmos niimeros seguidos de uma linha para o
micleo B O método utilizado para a quantificacfio de flavonoides
totais baseia-se na propriedade do cation aluminio de formar
complexos estaveis com flavondides, ocorrendo, na analise
espectrofotométrica, um deslocamento para maiores

comprimentos de onda e uma intensificacdo de suas absorgdes.

Desta forma, € possivel determinar a quantidade de flavondides
na amostra, evitando-se a interferéncia de outras classes de
substincias fendlicas, principalmente a dos acidos fenolicos
13

O objetivo deste trabalho foi determinar o contetido de
polifendis totais, flavonodides e taninos condensados no extrato
bruto e fragdes das cascas de Cariniana domestica, visando

comparar com as atividades antioxidantes ja avaliadas.

MATERIAIS E METODOS

Coleta e extragdo do material vegetal:

As cascas de Cariniana domestica foram coletadas no
municipio de Tangard da Serra, no estado do Mato Grosso do
Sul e trazidas para o Laboratério de Fitoquimica, onde foram
devidamente armazenadas. O material testemunho esta
depositado no herbario do Departamento de Biologia da
UFSM, catalogado sob o ntimero de registro SMDB 11818.

O material vegetal foi seco ao ar livre, moido e triturado.
O extrato foi obtido através da maceragdo hidroalcéolica
(EtOH:H O 7:3, v/v) do material que foi colocado em
rec1piente;fechado e recoberto com o solvente; o macerado fo1
submetido a agitagdes manuais didrias, por um periodo de
sete dias. Ao fim desse periodo, o conteudo foi filtrado em
algodio, seguindo-se a concentragio em evaporador rotatério,
a temperatura inferior a 40°C. Apés a eliminacéo do etanol, o
extrato bruto fo1 particionado através da extragfo seqiiencial
utilizando solventes de polaridade crescente: diclorometano
(CHquq), acetato de etila (AcOEt) e n-butanol (n-BuOH).

Determinacdo de polifendis:

A determinacio de contetidos fendlicos totais foi realizada
pelo método do Folin-Ciocaltean “ na concentracio de 150
ug/mL para as fracdes e o extrato bruto. As absorbancias
foram medidas em espectrofotometro no comprimento de onda
de 730 nm, em triplicata. O contetido de polifendis totais fo1
expresso em miligramas equivalentes de acido pirogalico por
grama de planta seca. A equagfo obtida para a curva padrio do
acido pirogalico fo1 y = 34.443x — 0.0942 (r = 0.9994).

Doseamento de flavondides:

A determinacdo do teor de flavonodides foi realizado
segundo o método descrito por Woisky e Salatino Y AlmL
de uma solucdo da amostra (150 pg/mL) das fragdes e extrato
bruto de Cariniana domestica, foram adicionados 0,5 mL de
uma solucio de AlCl‘ 2%. Apos 15 minutos, as absorbincias
foram lidas em 420 nm. Os testes foram realizados em triplicata
e para o calculo do doseamento de flavondides utilizou-se a
curva padrdo de rutina (Y =20,394x - 0,2033 (r=0,9997). Os
teores de flavonéides foram determinados em miligrama de

rutma por grama de planta seca.
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Doseamento de taninos condensados:

A determinacdo do teor de taninos condensados foi realizada
segundo método da vanilina modificado de Burns R 0,1 mLde
amostra (25 mg/mL) foram adicionados 0,9 mL de metanol, 2,5
mL de solugdo A (HCI 8% em metanol) e 2.5 mL de solugdo B
(vamlma 1% em metanol). A mistura fo1 aquecida a 60°C durante
10 minutos e a seguir, fo1 efetuada a leitura das absorbancias em
730 nm. Os testes foram realizados em triplicata e para o calculo
do doseamento de taninos utilizou-se a curva padrdo de acido
pirogalico (Y =0,0423x + 0,1362 (1=0,9924). Os teores de taninos
condensados foram determinados em miligrama de pirogalol por

grama de planta seca.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

A tabela 1 fornece os resultados obtidos para as trés

determinacées. Os resultados indicam que o contetdo de
polifenéis seguiu a ordem AcOEt > EB > n-BuOH > CH C1

Estes valores eram esperados devido a ordem crescentz dé
polaridade utilizada para o fracionamento do extrato aquoso.
Tal relagdo de teor de polifendis e polaridade esta bem
documentada . Em relagdo a atividade antioxidante, os
valores mais altos de polifendis na fraciio AcOEt se relacionan
com os resultados mais altos de mibigdo do radical DPPH. O
fracdo n-BuOH, entretanto, apresentou teor de polifenois um
pouco abaixo do esperado, levando-se em conta sua alta
polaridade. Isto pode ocorrer devido aos totais de contetido
fendlico baseados em certos padrdes, como acido galico,
epicatequina, epigalocatequina, pirogalol. catequina e
quercetina, dentre outros, poderem subestimar ou superestimar
o valor total de contetido fendlico descrito para uma
determinada espécie, levando a diferentes interpretacdes de

16
resultados .

Tabela 1 — Doseamento de polifendis totais, flavonoides e taninos condensados no extrato bruto e nas fracdes das cascas de Cariniana

domestica.
Fracio Polifendis(mg/g) Flavonoides (mg/g) Taninos condensados (Ing/g)
F-CHquq 546+ 0333 12,0+0,12 136,3 = 0,05
F-AcOE( 3093 +2733 13,98 +0,09 131 =0,03
F-n-BuOH 1322+ 1966 14,18 +0.1 1497+ 0,22
EB 268 = 3,266 13,69 + 0,05 138,2+ 1,85

Para o teor de flavonéides, os resultados seguiram a ordem
n-BuOH > AcOEt>EB > CHA(_"lqz demonstrando maior presenca
destes compostos na fragdo mais polar das cascas de Cariniana
domestica. O método de Woisky e Salatino i permuite realizar um
doseamento especifico para flavonéides, sem interferéncia de
outros compostos fendlicos. Neste caso, o teor de flavonoides
esta apropriadamente mais elevado na fracdo butandlica, de maior
polaridade.

Para o teor de taninos condensados, a ordem de valores
seguiu a ordem n-BuOH > EB > AcOEt > CH’CI’ indicando a
maior concentracio deste grupo de compostos fenolicos na fracdo
1n-BuOH. Os valores de taninos mostraram-se bastante altos em
geral para o extrato bruto e fragdes, ja que estes compostos
encontram-se sabidamente em altas concentracdes nas cascas das
plantas. atuando como substincias de defesa contra agressores.
Plantas ricas em taninos sdo empregadas na medicina tradicional
no tratamento de moléstias tais como diarréias, hipertensfio arterial,
reumatismo, hemorragias, queimaduras e problemas renais. A
capacidade de precipitar proteinas é a base do seu mecanismo de
acio desejado, como por exemplo, como anti-séptico, formando

um complexo tanino-proteina ou polissacarideo sobre tecidos

24

danificados, i1mpedindo o desenvolvimento de
MICIOOrganismos =

A atividade antioxidante, de modo geral. se deve a
presenca de compostos fenolicos. Para alguns compostos
fenélicos, como acido clorogénico, acido caféico, dcido ferilico
e seus ésteres com esterols e triterpenos, ja tem sido relatada
tal atividade. Essas evidéncias tém sugerido que doencas
causadas pelas reagdes oxidativas em sistemas bioldgicos
podem ser retardadas pela ingestio de antioxidantes naturais

8 23,4
encontrados em plantas e na dieta

CONCLUSAO

Finalmente, cabe ressaltar que no presente estudo a
espécie Cariniana domestica apresentou elevados teores de
compostos fendlicos totais, flavondides e taninos
condensados, relacionando-se com suas atividades
antioxidantes ja estudadas. A elucidagdo das estruturas
quimicas dos principais compostos da espécie podera ser
direcionada a partir dos resultados deste estudo.
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The Lecythidaceae family is composed of 25 genera and 400 species that
occur in the form of trees with a pantropical distribution. The genera
Cariniana belongs to the family Lecythidaceae, and there are few reports
considering these species. In this work, fractionation of the dichlor-
omethane fraction obtained from the aqueous exiract of the stem bark of
Cariniana domestica (Mart) Miers, popularly known as Jequitiba-roxo, led
to the isolation of two mixtures of triterpenoids: lupeol and S-amyrin and
B-sitosterol and stigmasterol. The structures of the isolated compounds
were elucidated by spectroscopic (NMR) and chromatographic (GC-MS)
techniques as well as literature data comparisons. -Sitosterol, stigmasterol,
lupeol and f-amyrin were quantified in dichloromethane fraction by high-
performance liquid chromatography (HPLC/DAD). The dichloromethane
fraction was also investigated for antioxidant and antifungal activities. The
isolated compounds and their biological activities are reported for the first
time for the species C. domestica.

Keywords: Cariniana; HPLC; NMR; triterpenes; antioxidant; antifungal

1. Introduction

The subfamily Lecythidaceae of Lecythidaceae family (Brazil nut family), consisting
of small to very large trees, and composed of 10 genera and 230 species, 1s a
dommant group in neotropical forests and an important element of Central and
South America biodiversity (Tsou & Mori, 2007). Cariniana domestica (Mart) Miers
belongs to Lecythidaceae family and is popularly known as Jequitiba-roxo in Brazil.
There are few reports in the literature conceming the chemical constituents
and ethnopharmacological uses of Cariniana spp., although the bark infusion of
these species is commonly used as anti-inflammatory and antimicrobial remedies.
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Studies related to the biological actions determined that the triterpenoid compounds
are potentially active in the extract of Cariniana rubra, and a screening of medicinal
plants popularly used in Mato Grosso as anti-inflammatory led to the pre-clinical
validation of C. rubra as antiinflamatory (Santos, 2000).

The species Cariniana brasiliensis was described as skin-lightening cosmetic by the
inhibition of hyaluronidase and it also showed anti-tyrosinase activity (Baurin,
Arnoult, Scior, & Bernard, 2002), whilst the extract of Cariniana estrellensis was
described as active against Mycobacterium kansasii (Ramos et al., 2008). Three
triterpenoidal saponins were isolated from the stem bark of C. rubra Gardner &
Maiers, whereas some constituents have been isolated from other species of this
family, including pentacyclic triterpenes, saponins, ellagic acid and indol-quinazoline
alkaloids (Carvalho, Velandia, Oliveira, & Bezerra, 1998; Lima, Filho, & Batisda,
2002). To the best of our knowledge, there are no bibliographic sources concerning
the isolation and identification of secondary metabolites and biological activities
from C. domestica yet.

As a part of our ongoing phytochemical and pharmacological investigations of
Brazilian plants (Boligon, Pereira, et al., 2009; Janovik et al., 2009; Zanon, Pereira,
Boschetti, Santos, & Athayde, 2008), and considering the large number of
triterpenoids evidenced in this plant by a preliminary screening by thin layer
chromatography (data not shown), the aim of this work was to identify and quantify
the major triterpenoid compounds from the dichloromethane fraction obtained from
the bark of the plant. Consequently, this work describes the structural elucidation by
means of spectroscopic and chromatographic techniques (NMR and GC-MS) of two
binary mixtures of triterpenoid compounds isolated from the dichloromethane
fraction as well as their quantification by means of HPLC/DAD. Simultaneously,
preliminary in vitro antioxidant and antifungal assays were performed with this
fraction.

2. Results and discussion

Successive column chromatographic procedures with dichloromethane fraction led
to the isolation of two triterpenoid/steroids mixtures, correspondent to four
compounds (Figure 1), whose structures were identified based on '"H NMR and
13C NMR spectra, GC-MS, and by comparison with the literature data (De-
Eknankul & Potduang, 2003; Forgo & Kover, 2004; Gonzalez-Lavaut, Gonziles,
Alvarez, & Velez-Castro, 2008; Morita, Shibuya, Kushiro, Masuda & Ebizuca, 2000;
Zanon et al., 2008). The *C NMR spectra of subfraction 11-15 showed 60 carbon
atoms, indicating a mixture of two substances (1+42). The spectra showed
characteristic resonances displayed at 18.4, 109.3, and 150.9 ppm, suggesting the
presence of one isopropenyl group located in C-30, C-29 and C-20, respectively, and
compatible with a pentacyclic triterpene of the lup-20(29)-ene-3-ol skeleton (Morita
et al., 2000). The '"H NMR spectra showed the characteristic signals of the
isopropenyl group: two dublets at §4.61 and 4.49 ppm corresponding to the geminal
olefinic protons H-29a and H-29b, and the methyl singlet at § 1.60 ppm assigned to
CH;3-30. We allocated this set of data to compound 1 and we observed that the
spectra showed all the remaining signals which were comparable with those
described to lupeol isolated by our group from the leaves of Vernonia tweediana
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Figure 1. Chemical structures of lupeol (1), g-amyrin (2), g-sitosterol (3) and stigmasterol (4).

(Zanon et al., 2008). Therefore, compound 1 was confirmed as lupeol (Figure 1).
3CNMR assignments of compound 1: 38.8 (C-1), 25.1 (C-2), 79.0 (C-3), 38.7 (C-4),
55.3 (C-5), 18.3 (C-6), 34.3 (C-7), 40.8 (C-8), 50.4 (C-9), 37.1 (C-10), 20.9 (C-11),274
(C-12), 38.0 (C-13), 42.8 (C-14), 27.4 (C-15), 35.6 (C-16), 43.0 (C-17), 48.3 (C-18),
47.9 (C-19), 150.8 (C-20), 29.8 (C-21), 40.0 (C-22), 27.9 (C-23), 16.1 (C-24), 159
(C-25), 15.3 (C-26), 14 5 (C-27), 18.9 (C-28), 109.3 (C-29), 18.4 (C-30).

The remaining sp” signals in the spectra of 142 were located at §121.7 and
145.2 ppm, characteristic to the f-amyrin (oleanane type) nucleus with a double bond
located at the C-12 and C-13 positions (Zanon et al., 2008; Gonzalez-Lavaut et al.,
2008). The *C NMR assignments of compound 2 are: 38.7 (C-1), 26.9 (C-2). 79.0
(C-3), 38.8 (C4), 55.2 (C-5), 18.4 (C-6), 31.0 (C-7), 41.7 (C-8), 47.6 (C-9), 36.9
(C-10), 23.7 (C-11), 121.7 (C-12),145.2 (C-13), 41.7 (C-14), 28.1 (C-15), 26.1 (C-16),
32.6 (C-17), 47.2 (C-18), 46.8 (C-19), 31.0 (C-20), 34.7 (C-21), 37.1 (C-22), 284
(C-23), 15.4 (C-24), 15.5 (C-25), 16.8 (C-26), 25.9 (C-27), 27.2 (C-28), 33.3 (C-29),
23.5 (C-30). Characteristic "H NMR signals were observed at §5.10ppm for H-12
(1H, t, J=3.5Hz) and at § 3.13ppm (1H, dd, J=5.0 and 11.0 Hz), attributed to the
proton at C-3. The set of data of 2 in the mixture was compatible with B-amyrin
(Gonzalez-Lavaut et al., 2008) and its structure is shown in Figure 1.

The *C NMR spectra of subfraction 16-25 indicated 58 carbon atoms, consisting
in a mixture of two compounds (3 and 4). Four sp” signals at § 121.7, 129.3, 138.1
and 140.8 ppm indicate the presence of two double bonds. The signals at §121.7
and 140.8 ppm are characteristic of steroids with a double bond at C5 and C6
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(De-Eknankul & Potduang, 2003; Forgo & Koveér, 2004) whereas the signals at 1
129.3 and 138.1 ppm are typical of triterpenes with a double bond between C-22 and
C-23 (Forgo & Kover, 2004; Zanon et al., 2008). -Sitosterol (24a-ethyl-cholestan-5-
en-3-B-o0l) and stigmasterol (24a-ethyl-chlolestan-5,22-dien-38-0l) have a double
bound at the same position (A°), therefore the signals at the NMR spectra will
coincide and they are more intense when compared with the other two sp” signals
(A*) that belong only to stigmasterol (De-Eknankul & Potduang, 2003). The large
singlet signal at §5.23ppm in the '"H NMR is characteristic of H-6 in both
compounds and the double dublet at §5.05 and 4.95ppm belongs to the other
olefinic protons of stigmasterol. Therefore, the mixture of 3 +4 was characterised as
B-sitosterol (3) and stigmasterol (4), also shown in Figure 1.

The samples containing compounds 1+ 2 (sample 1) and 3+ 4 (sample 2) were
submitted to GC-MS analysis. The chromatogram of sample | presented intense
peaks at 25.88 and 26.72min, corresponding to S-amyrin and lupeol, respectively.
MS presented a signal at m/z 426, corresponding to the molecular ion of lupeol.
Other peaks come from the Retro-Diels-Alder-type fragmentation of ring C, and are
typical of pentacyclic triterpenes. Most intense signals were observed at m/z 218, 207,
189 and 109, which are characteristic of lupane fragmentation, confirming the
identification of lupeol in the sample. For f-amyrin, the signal at m/z 203 confirm the
identity of the compound. Signals from the Retro-Diels-Alder-type fragmentation,
typical of olean-12-ene and ursan-12-ene were observed at m/z 218, 203 and 189.
For sample 2, the GC-MS analysis presented peaks at 2432 and 25.25min,
corresponding to stigmasterol and pS-sitosterol respectively. The most intense
signals at MS were located at m/z 207, 205 and 412 for stigmasterol and at m/z
213, 303 and 414 for B-sitosterol (Martelanc, Vovk, & Simonovska, 2009;
Zanon et al., 2008).

The crude fraction was submitted to GC-MS analysis as well. Besides the
aforementioned four major compounds, numerous aliphatic long-chain fatty acids
such as hexadecanoic acid, hexadecanoic acid methyl ester, oleic acid, linoleic acid
ethyl ester and some compounds related to essential oils (heptatriacotonol and ethyl
iso-allocholate) were identified. Betulin, a particularly important bioactive lupane-
type triterpene (Lavoie & Stevanovic, 2007), lycopene and 9,19-cyclolanost-24-en-3-
ol, acetate (38) were also present. All compounds were identified using the Adams
MS database (Adams, 2001) and the NIST library of spectra. Additional literature
data (Felf6ldi et al., 2009; Lavoie & Stevanovic, 2007; Ogunlesi, Okiei, & Osibote,
2010) was also consulted. Merely, the data of the three main compounds were
shown: betulin, m/z 442, 203, 189, 175; 9-19-cyclolanost-24-en-3-0l, acetate (38),
m/z 468, 414, 207, 189, 135, 93, 81, 69, 41 and lycopene, m/z 536, 355, 159, 145, 119,
91, 69, 55, 41.

HPLC analysis was performed to quantify compounds 1-4 in mixtures and in the
dichloromethane fraction. For quantification mixture 1+ 2, calibration curves were
constructed with reference standard lupeol (Y=11157x+ 1178.7 with r=0.9992)
and B-amyrin (Y =1651.1x+3334.0 with r=0.9923). Supplementary Figure 1(A)
(online only) shows a representative chromatogram of the fraction, and
Supplementary Figure S1(B) (online only) shows mixture 142, in which lupeol
(RT=4.7min — peak 1) in and g-amyrin (RT = 6.1 min, peak 2) were quantified in
73.47% and 24.05%, respectively. In the crude fraction, lupeol was found to
represent 28.2% from whole fraction and B-amyrin, 19.98%.
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Several papers have been published on the detection and separation of
triterpenoids mixtures by HPLC using acetonitrile: water or methanol; water and
UV detection (Boligon, Janovick et al., 2009b; Martelanc et al., 2009). Due to their
poor chromophores, the sterols could only be detected at low nanometers and the
detection was influenced by the solvents used in the mobile phase. In this work,
mixture 3+4 peaks were separated under the conditions described in the
supplementary file. A calibration curve was constructed with reference standard
B-sitosterol (¥ =240846x + 5410 with r=0.9950) and stigmasterol (Y =2339108x +
3750 with r=0.9942). Supplementary Figure S2(A) (online only) shows a
representative chromatogram of the fraction and Supplementary Figure S2(B)
(online only), the isolated compounds A-sitosterol (RT=7.6min, peak 3) and
stigmasterol (RT =8.7min, peak 4). Therefore, the quantities of S-sitosterol and
stigmasterol in the mixture were stated as 36.66% and 61.52%, respectively, and
in the crude fraction, 5.85% and 12.52%. Data obtained from HPLC analysis is
detailed in Supplementary Table S1 (online only).

Preliminary in vitro antioxidant and antifungal activities were investigated for
dichloromethane fraction. In this work, this fraction exhibited good antioxidant
activity (ICso=16.4+0.06 pgmL™") when compared with the value obtained for
ascorbic acid (ICso=9.0240.21 pgmL™"), which lead us to think that the
compounds isolated from this plant can exert antioxidant properties. As for
antifungal activity, dichloromethane fraction presented MIC 125pugmL ™" against
Saccharomyces cerevisiae, being inactive against the other microorganisms tested.

In summary, lupeol, B-amyrin, S-sitosterol and stigmasterol were isolated for the
first time from C. domestica. The four compounds were also quantified by HPLC.

Supplementary material

Experimental details related to this articlepaper can be found online, alongside
Figures S1 and 2 and Table S1.
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Supplemental Material (disponivel como material on line no periédico
http://www.informaworld.com/smpp/title~content=t713398545~db=all)

Experimental

Reagents, standards and apparatus

All chemicals were of analytical grade. B-sitosterol, stigmasterol, B-amyrin and 2,2-
amphotericin B, fluconazole and 2,2-diphenyl,1-picrylhydrasyl (DPPH) were acquired
from Sigma Chemical. Lupeol (95%) was acquired from Sigma Aldrich. Potato
dextrose agar was acquired from Difco (Detroit, MI, USA). Silica Gel 60 for column
chromatography, Silica Gel 60 F.s4 coated plates, solvents for the extractions and
analytical procedures were purchased from Merck (Darmstadt, Germany). Methanol
and acetonitrile were of HPLC grade. Deionised water was prepared by a Milli-Q
water purification system. High performance liquid chromatography of the samples
was performed with the HPLC system (Shimadzu, Kyoto, Japan), prominence auto
sampler (SIL-20A), equipped with Shimadzu LC-20 AT reciprocating pumps
connected to the degasser DGU 20A5 with integrator CBM 20A, UV-VIS-DAD (diode-
detector) SPD-M20A and Software LC solution 1.22 SP1. NMR spectra were carried
out on a Bruker AMX 400 spectrometer with TMS as an internal standard, using
deutered chloroform as solvent. Analyses in the Gas Chromatography coupled with
Mass Spectrometry (GC-MS) were performed on gas chromatograph Hewlett-
Packard 6890 Series Plus + equipped with gun automatic split-splitless model HP
6890 Series GC Auto Sampler Controller and mass selective detector model HP
5973 MSD, using capillary chromatographic fused silica HP-5 MS (30 mx 0.32 mm
internal diameter and thickness of the film 0.25 mM) with 5% of phenyl and 95% of
methylsiloxane. The carrier gas was helium (flow rate of 2 mLmin™). Injector
temperature was 250°C programming with a heating rate of 12°C min™ up to 280°C.
lonization potential was 70 eV. The absorbances for DPPH-assay were performed in
a Shimadzu-UV-1201 (Shimadzu, Kyoto, Japan) spectrophotometer.

Plant collection and extraction

The barks of Cariniana domestica were collected in Tangara da Serra - Mato Grosso
do Sul, Brazil, in March of 2008. Exsiccate was archived as voucher specimen in the
herbarium of Department of Pharmacology at UFSM (SMDB 11818).
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The plant material was dried at room temperature and powdered in a knife
mill. The powder was macerated with ethanol 70% (v/v). After filtration, the extract
was evaporated under reduced pressure. This procedure was repeated twice and the
extracts were combined. The remained aqueous extract obtained was partitioned
with solvents in increasing polarity: dichloromethane, ethyl acetate and n-butanol. At
the end of all extractions procedures, each extract was evaporated under reduced
pressure to obtain the dried fractions. In the present work, only dichloromethane

fraction was investigated.

Isolation and identification of triterpenes from the dichloromethane fraction

The chromatographic profile of the dichloromethane fraction was first investigated by
TLC. A quantity of 2 pL of the fraction was spot in plate and eluted with
dichloromethane : ethyl acetate : methanol (5 : 3 : 2) and then observed under UV
light (254 and 366 nm) and sprayed with anisaldehyde-H>SO4/100°C. Numerous
substances with triterpenoid characteristics were visualized. This preliminary TCL
screening prompts us to identify and quantify the major compounds in this fraction.

Therefore, 1.5 g of dried fraction was submitted to column chromatography on
silica gel 60 using initially dichloromethane : hexane (50 : 50 v/v) as mobile phase
and increasing the polarity by rising in 10% of dichloromethane until 100%. A new
solvent system was used, starting with dichloromethane : ethyl acetate (90 : 10 v/v)
and increasing in 10% of ethyl acetate until 100%. Finally the system started with
ethyl acetate : methanol (90 : 10 v/v), increasing in 10% of methanol until 100%.

The procedure described above furnished ninety-three (93) fractions of £ 100
mL each, which were analyzed by TLC and pooled together on the basis of
similarities in their chromatographic profile (solvent systems were dichloromethane :
hexane (80 : 20, v/v) until fraction 38; dichloromethane : hexane : ethyl acetate (70 :
10 : 30, v/v/v) until fraction 71, and dichloromethane : ethyl acetate : methanol (60 :
20 : 20, v/v/v) until the last fractions.

Fraction 16-38 (0.07 g) was submitted to a flash column on silica gel 60 using
initially dichloromethane : hexane (80 : 20, v/v), followed by pure dichloromethane
and increasing the polarity by the use of 20% of ethyl acetate to obtain the last
fractions. This procedure furnished 25 subfractions of + 30 mL, which were analyzed
by TLC and pooled together. Subfraction 11-15 (0.025 g) showed a very
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concentrated violet spot on TLC analysis. Subfraction 16-25 (0.03 g) was crystallized
with methanol, resulting in a white and inodorous solid compound which has a
chromatographic behavior similar to B-sitosterol, as verified by comparison with
standard by TLC. The samples were submitted to NMR 'H and '3C analysis, as well

as to GC-MS analysis.

Liquid Chromatographic conditions

The lupeol and B-amyrin analysis was carried out under isocratic conditions using a
Cig column (4.6 mm x 250 mm), packed with 5 ym diameter particles. The mobile
phase was methanol and the flow rate, 0.7 mLmin™ (Yan, Zhong, Wei, & Deng,
2008). Detections were done at 210 nm and the injection volume was 40 pL for both
compounds. The chromatographic analysis for B-sitosterol and stigmasterol was
performed at 210 nm, under isocratic conditions using a C-8 column (4.6 mm x 150
mm) packed with particles of 5 um diameter. The mobile phase was methanol : water
(95 : 5, v/v) containing 1.0% acetic acid, according to Nair, Kanfer, & Hoogmartens
(2006), with minor modifications. The flow rate and volume of injection were 1.0
mLmin™ and 20 uL, respectively. The mobile phases were filtered through a 0.45 pm
membrane filter and degassed in ultrasonic bath. Identification of [-sitosterol,
stigmasterol, lupeol and B-amyrin was achieved by comparing retention times and
UV/DAD spectra with those of standards. All chromatographic operations were
performed at room temperature and in triplicate.

Preparation of the standard solutions and samples for quantification

Standard solutions of B-sitosterol and stigmasterol were prepared in mobile phase, at
concentrations from 0.3 to 2.4 mgmL™, lupeol standard at concentrations from 0.75 to
1.5 mgmL™", and B-amyrin from 0.1 to 0.3 mgmL™. The dichloromethane fraction was
dissolved in mobile phase for each analysis. Each concentration was injected tree
times and the calibration curve was obtained by linear regression.

Radical-Scavenging Activity — DPPH Assay

The antioxidant activity was evaluated by monitoring its ability in quenching the
stable free radical DPPH, according to a slightly modified method previously
described (Choi et al., 2002). Six different ethanol dilutions of fraction at 250, 125,
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62.5, 31.25, 15.62 and 7.81 pygmL" were mixed with 1.0 mL of DPPH 0.3 mM in
ethanol solution. After 30 minutes, the readings were made at 518 nm. The DPPH
quenching ability was expressed as ICso. A solution of DPPH (1 mL; 0.3 mM) in
ethanol (2.5 mL) was used as a negative control and ascorbic acid, in the same
concentrations used for the fraction, provided the positive control. The test was
performed in triplicate.

Evaluation of antifungal activity

The dichloromethane fraction was assessed for inhibition of the following
microorganisms: Candida albicans ATCC 44373, Saccharomyces cerevisiae ATCC
2601, Cryptococcus neoformans ATCC 28952, Aspergillu flavus ATCC 2384,
Sporothix schenckii (clinical isolate), and Fusarium proliferatum (clinical isolate).

The minimal inhibit concentration (MIC) against the tested microorganisms
was determined by the broth microdilution method M27-A2 (NCCLS 2002). The
experiments were repeated twice and the results were determined as an average
value. Seven different dilutions of fraction (2000, 1000, 625, 500, 250, 125 and 62.5
ugmL™") were prepared in DMSO. Microorganisms were inoculated into potato
dextrose agar and MIC was determinate. The MIC endpoint was considered as the
lowest concentration of the fraction inhibiting the total growth of microorganisms and
detected by lack of visual turbidity (matching the negative growth control). Standard
antibiotics fluconazole and amphotericin B were used to control the sensitivity of the

tested microorganisms.
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Figure S2. Representative chromatogram of dichloromethane fraction (A); LC-UV

chromatogram of the isolated lupeol and B-amyrin (B). Peaks are identified as: 1 — lupeol

and 2 — B-amyrin.
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Figure S3. Representative chromatogram of dichloromethane fraction (A); LC-UV

chromatogram of the isolated B-sitosterol and stigmasterol (B). Peaks are identified as: 3 —

[-sitosterol and 4 — stigmasterol.

Table S1. Percentage of lupeol and B-amyrin in mixture 1+2; percentage of B-sitosterol and

stigmasterol in mixture 3+4, percentage and quantification of the four compounds in

dichloromethane fraction

Quantities
CH.CI- fraction Mixture 1 + 2 Mixture 3 + 4
Compounds
Percentage Percentage Percentage
mg/g mg/g mg/g
(%) (%) (%)
B-sitosterol 58.5+0.5 5.85 - - 366.6 £0.12 36.66
stigmasterol 125.2 +0.08 12.52 - - 61.5+£0.06 61.52
B -amyrin 199.8 +0.4 19.98 240.5+0.7 24.05 - -
lupeol 282.0 £0.1 28.20 734.7 £0.06 73.47 - -
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Abstract

Ethnopharmacological relevance: The species Cariniana domestica belongs to
Lecythidaceae and is popularly known as Jequitiba. There are no reports considering
to biological studies on this species, although the bark infusion is popularly used in folk

Brazilian’s medicine as antimicrobial and anti-inflammatory remedies.

Aim of the study: To evaluate the antioxidant activities from different bark extracts
using DPPH and TBARS assays, as well as identify and quantify phenolic compounds
and carotenoids by means of HPLC/DAD.

Materials and methods: The plasma lipid peroxidation (TBARS assay) was induced
with iron sulfate in male Wistar rats and the radical scavenging activity was determined
using 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH). Folin-Ciocalteau was used to determine
the phenolic content. Carotenoids and phenolics were identified by DAD, and HPLC

analysis was carried out using isocratic and gradient systems, respectively.

Results: The barks of C. domestica demonstrated good antioxidant activity, being ethyl
acetate the most active fraction. TBARS assay varied from 11.11 £ 0.85 to 44.5 £ 2.31,
and DPPH from 6.5 = 0.81 to 19.5 + 1.32 pg/mL. The phenolic content ranged from
546 + 0.33 to 309.3 + 2.73. Beta-carotene (3.73% + 1.02) was found in
dichloromethane fraction. Several phenolic compounds were identified in ethyl acetate
fraction, being caffeic acid the most abundant compound (50.81% + 0.64).

Conclusion: Results obtained indicated that C. domestica exhibits great antioxidant
properties, which may prevent diseases caused by the overproduction of free radicals
and also it might be used as a potential source of natural antioxidant agents,
confirming, at least in part, its popular uses.

Keywords: Cariniana, triterpenes, polyphenols, carotenoids, TBARS, DPPH,
HPLC/DAD

1. Introduction

In recent years, great interest in finding natural antioxidants from plant
materials has been considered. Numerous crude extracts and pure natural
compounds from plants were reported to have antioxidant and radical-scavenging
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activities (Barla et al., 2007). Intensive research has been carried out either to
characterize the antioxidant properties of extracts from several plant materials and/or
to isolate and identify the compounds responsible for those activities (Kintzios et al.,
2010). Often, antioxidant activities of herbal extracts are determined against different
free radical species, such as the stable free radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
(DPPH) the bleaching rate of which is monitored at a characteristic wavelength in the

presence of the sample extract (Kusar et al., 2006).

Oxidative stress is defined as the imbalance between the production of
reactive oxygen species (ROS) such as hydrogen peroxide, superoxide anion or
hydroxyl radical, and the ability of enzymatic and non-enzymatic biological systems
to protect against their injury. As a consequence of oxidative stress, oxidation of
proteins, lipids and DNA can occur that leads to cell degeneration and even cell
death. Different therapeutic strategies have been proposed for the prevention and
treatment of ROS-mediated diseases, with special emphasis on antioxidant therapy.
(Paz et al., 2010).

The World Health Organization (WHO) estimates that 65-80% of the
population of the developing countries depends on medicinal plants for basic
pharmaceutical care (WHO, 1998). Accordingly, the WHO has been stimulating
studies involving medicinal plants, with the aim of evaluating the potential benefits of
using them. There is still a lack of knowledge of the clinical efficacy and safe use of
many of these remedies. Brazil has a great diversity of plants, which increases the
chances of identification of substances with pharmacological activities. Moreover,
plants are known to offer excellent perspectives for the discovery of new therapeutic
products (Boligon et al., 2009).

Recent researches suggest that a wide variety of phytochemicals, such as
phenolics and carotenoids, are able to prevent or slow down oxidative stress-induced
damage leading to cancer (Alesiani et al. 2009). Some studies indicate that dietary
polyphenols have a protective effect against coronary heart disease (Engler and
Engler, 2006), cancer (Fang et al., 2002) and neurodegenerative diseases (Lau et
al., 2005).

Besides phenolic compounds, some findings suggest that also phytosterols
and triterpenes, groups of chemicals largely found in a variety of vegetables, may be

responsible, at least in part, for preventive effects on the development of diseases
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caused by EROs (Tapiero et al., 2003). Effectiveness of compounds such as [3-
sitosterol, stigmasterol, and campesterol in the inhibition process of lipid peroxidation
have been established (Yoshida and Niki, 2003; Conforti et al., 2008).

Moreover, carotenoids like lycopene and B-carotene have very well known
antioxidant activity. Reports have confirmed that lower incidence of age-related
chronic diseases is associated to the consumption of carotene-rich vegetables
(Sangueetha, 2009). Lycopene exerts potent anti-inflammatory effects through its
action as an antioxidant and free radical scavenger, which may reduce cellular
damage (Pennathur et al., 2010), while B-carotene, besides it is a known quencher of
ROS and singlet oxygen in particular, is also widely applied in photoprotective
compounds (Eicker et al., 2003).

Cariniana domestica belongs to Lecythidadeae and is popularly known in
Brazil as jequitiba-roxo. Lecythidaceae is composed of 10 genera and 230 species,
being a dominant group in neotropical forests and an important element of Central
and South America biodiversity (Tsou and Mori, 2007). The genus Cariniana consists
of small to very large trees, and there are few reports in the literature concerning to
chemical constituents and ethnopharmacological uses of Cariniana spp., although
the bark infusion of these species is commonly used as antioxidant, anti-
inflammatory and antimicrobial remedies (Neto and Morais, 2003; Silva et al., 2009,
Lima et al., 2002). Preliminary phytochemical investigations of our group concerning
the barks of C. domestica indicated the presence of a large number of triterpenoids
and phenolic compounds. This feature allied to the importance of the oxidative stress
in the pathogenesis of various diseases led us to better evaluate the antioxidant
potential of this plant. Simultaneously, phytochemical analysis led to the isolation,
identification and quantification of two mixtures of triterpenoids, previously published
(Janovik et al., 2011) as well as the identification of several phenolic compounds,
besides lycopene and B-carotene and its HPLC/DAD analysis.

2. Methods
2.1. Chemicals, apparatus and general procedures

Silica Gel 60, Silica Gel 60 F2s4 for coated plates, solvents for the extractions,
dichloromethane, ethyl acetate, ethanol, methanol and n-butanol were purchased

from Merck (Darmstadt, Germany). Ascorbic acid, 2,2-diphenyl-1-picrylhydrasyl
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(DPPH), quercetin, rutin, kaempferol, gallic, chlorogenic and caffeic acids standards
were acquired from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). B-carotene (>95%)
and lycopene were acquired from SIGMA-ALDRICH. Folin-Ciocalteau was acquired
from Merck (Darmstadt, Germany). Silica Gel Merck 70-230 mesh was used for
column chromatography. High performance liquid chromatography (HPLC-DAD) was
performed with the HPLC system (Shimadzu, Kyoto, Japan), Prominence Auto-
Sampler (SIL-20A), equipped with Shimadzu LC-20AT reciprocating pumps
connected to the degasser DGU-20A5 with integrator CBM-20A, UV-VIS detector
DAD SPD-M20A and software LC Solution 1.22 SP1.

2.2. Plant collection and extractions

The barks of C. domestica were collected in Tangara da Serra - Mato Grosso
do Sul, Brazil, in March of 2008. Exsiccate was archived as voucher specimen in the
herbarium of Department of Pharmacology at UFSM (SMDB 11818).

Plant material was dried at room temperature and powdered in a knife mill.
The powder was macerated with ethanol 70% (v/v). After filtration, the extract was
evaporated under reduced pressure. This procedure was repeated twice and the
extracts were combined. The remained aqueous extract obtained was partitioned
with solvents in increasing polarity: dichloromethane, ethyl acetate and n-butanol. At
the end of all extractions procedures, each extract was evaporated under reduced
pressure to obtain the dried fractions. Crude extract was obtained by evaporating the

ethanolic extract until dryness.

2.3. Radical-Scavenging Activity — DPPH Assay

The antioxidant activity of the fractions and the crude extract was evaluated by
monitoring its ability in quenching the stable free radical DPPH, according to a
slightly modified method previously described by Choi et al. (2002).
Spectrophotometric analysis was used to measure the free radical scavenging
capacity and to determine the scavenging concentration or inhibitory concentration
(ICs0). The DPPH quenching ability was expressed as ICsyp. Six different ethanol
dilutions of each fraction and crude extracts at 250, 125, 62.5, 31.25, 15.62 and 7.81
pg/mL were mixed with 1.0 mL of DPPH 0.3 mM in ethanol solution. After 30
minutes, the readings were made in spectrophotometer (Shimadzu-UV-1201) at 518
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nm, where the radical DPPH show the maximum absorption. A solution of DPPH (1
mL; 0.3 mM) in ethanol (2.5 mL) was used as a negative control and ascorbic acid in
the same concentrations used for the fractions and the crude extracts provide the
positive control. Ethanol was used to calibrate the spectrophotometer. The test was
performed in triplicate and the calculation of the antioxidant activity followed the
equation:
%inhibition = 100 — [(AbSsample. — AbSpiank) X 100]
ADbSontrol

Where: Abssampie is absorbance of each fraction; Absyiank is absorbance of fractions
without adding the DPPH; Abscontrol is @absorbance of ethanol solution in DPPH.

The percentage of inhibition was calculated and a graphic of percentage of
inhibition versus concentration was constructed. Correlation coefficients were

optimised (Tsimogiannis et al., 2006).

2.4. Determination of total phenolics

The determination of total phenolic contents was performed by the Folin-
Ciocalteu method (Chandra and Mejia, 2004). Briefly, 0.5 mL of 2N Folin-Ciocalteau
reagent was added to a 1 mL of each sample (0.15 mg/mL) and this mixture was
allowed to stand for 5 min before the addition of 2 ml of 20% Na,COs;. The solution
was then allowed to stand for 10 minutes before reading at 730 nm. The total
phenolic content was expressed in milligrams equivalents of pyrogallic acid (PGAE)
per gram of each fraction. The equation obtained for the calibration curve of
pyrogallic acid in the range of 0.005 to 0.030 mg/mL was y = 34.443x — 0.0942 (r =
0.9984).

2.5 In vitro Fe(ll)-induced lipid peroxidation in rats’ brain

Male Wistar rats weighing 270-320g and with age from 3 to 3.5 months, from
our own breeding colony were kept in cages of 3 or 4 animals each, with continuous
access to food and water in a room with controlled temperature (22 + 3°C) and on a
12-h light/dark cycle with lights on at 7:00 a.m. The animals were maintained and in
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accordance to the guidelines of the Brazilian Association for Laboratory Animal
Science (COBEA).

Rats were decapitated under mild ether anesthesia, and the encephalic tissue
was rapidly dissected and placed on ice. Tissues were immediately homogenized in
cold 10 mM Tris-HCI, pH 7.5 (1/10, w/v). The homogenate was centrifuged for 10 min
at 4000 x g to yield a pellet that was discarded and a low-speed supernatant (Sl) was
used for the TBARS assay (Puntel et al., 2007).

After centrifugation, an aliquot of 100 pL of S1 was incubated for 1 h at 37°C
with pro-oxidants agent (10 uM of Iron Sulfate) in presence or absence of plant
extracts and then used for TBARS determination. The concentration range of each
tested extract is shown in Table 3. TBARS production was determined as described
by Puntel et al., (2007).

2.6 HPLC-DAD qualitative and quantitative analysis of polyphenols

Reverse phase chromatography analysis were carried out with a Phenomenex
Cig column (4.6 mm x 250 mm) packed with 5 um diameter particles, volume
injection was 40 pL and the gradient elution was conducted according to the Evaristo
and Leitdo (2001) method slightly modified. The UV absorption spectra of the
standards as well as the samples were recorded in the range of 230-400 nm.

Stock solutions of standards were prepared in methanol in the range of
0.0025-0.045 mg/mL. Quantification was carried out by the integration of the peaks
using external standard method, considering the 254 nm for gallic acid, 327 nm for
chlorogenic and caffeic acids and 365 nm for the three flavonoids (quercetin, rutin
and kaempferol). All the samples and standards solutions as well as the mobile
phase were degassed and filtered through 0.45 um membrane filter (Millipore). The

chromatographic operations were carried out at ambient temperature and in triplicate.

2.7 Quantification of B-carotene and identification of lycopene by HPLC

Standard solutions of B-carotene were prepared in mobile phase, at
concentrations from 0.2 to 0.6 mg/mL. The dichloromethane fraction was dissolved in
mobile phase. Each concentration was injected tree times and the calibration curve

was obtained by linear regression.
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The B-carotene analysis was carried out under isocratic conditions using a Cg
column (4.6 mm x 250 mm), packed with 5 ym diameter particles. The mobile phase
was acetonitrile:methanol:ethyl acetate with 1% of acetic acid (88:8:4, v/v/v) and the
flow rate, 0.8 mL/min. Detections were done at 453 nm and the injection volume was
60 pL. Identification of B-carotene was achieved by comparing retention time and
UV/DAD spectra with those of standard. All chromatographic operations were

performed at room temperature and in triplicate.

2.8 Statistical analysis

Data from the TBARS assay were analyzed statistically by one-way analysis of
variance (ANOVA), followed by Duncan‘s multiple range tests when appropriated
using the statistical software SPSS 10.0 for Windows. TBARS graphics were
constructed using the Slide Write 4.032 Bit Edition program. Statistical p values were
calculated to quantify levels of significance for each treatment type. A significant p
value (p < 0.05, p < 0.01, or p < 0.001 when appropriate) means that there exists
significant difference between the two sets of data being analyzed. Correlation
coefficient (r) to determine the relationship between two variables and the standard
deviations in the DPPH and total phenolics assays were calculated from the data
obtained from three separate experiments using MS Excel for Windows.

3. Results and discussion

3.1. Phenolic contents and free radical scavenging activities (DPPH)

Antioxidant profile of crude extract and fractions of stem bark is shown in
Figure 1. Total phenolic contents (TP) assayed by the method of Folin-Ciocalteau
expressed in milligrams equivalent of pyrogallic acid (PGAE) per gram of each
fraction and ICsy determinations by the DPPH method are given in Table 1. The
DPPH assay is used as a tool to the in vitro evaluation of extracts and fractions and
its results can indicate the presence of antioxidant compounds in plant extracts.
DPPH solutions show a strong absorption band at 518 nm appearing as a deep violet
color. In the presence of an active radical scavenger, the absorption vanishes and
the resulting decolourization is stoichiometric at a selected range with respect to the
degree of reduction. The remaining DPPH, measured after a certain time,
corresponds inversely to the radical scavenging activity of the antioxidant and the
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degree of discoloration indicates the free radical scavenging efficiency of the
fractions (Kulisic et al. 2004).
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Figure 1. Antioxidant activity of crude extract, dichloromethane, ethyl acetate and
butanolic fractions from the bark of C. domestica.

Table 1. Total phenolic content and antioxidant activity (ICso/DPPH) for crude extract
and fraction of C. domestica

Extract / fraction TP?+S.EP ICs,° ICs° + S.E.
(mg/g) S.E. (ug/mL) (Hg/mL)
Crude extract 268 + 3.26 12.3+1.15 18.1 £2.02
Dichloromethane 54.6 £ 0.33 16.4 £ 0.35 445 + 2.31
Ethyl acetate 309.3 £2.73 6.5+ 0.81 11.11+£0.85
n-butanol 132.2.0 +1.96 19.5+1.32 15.2+1.14
Ascorbic acid - 9.0 +£0.79 -

aTP = total phenolic expressed as pyrogallic acid equivalents (mg/g fraction + S.E.); ®
S.E.= Standard error; ¢ = 1Cso (ug/mL) values for inhibition by fractions and crude
extract of DPPH oxidation capacity; ® = . ICso (ug/mL) values for inhibition by fractions
and crude extract of TBARS production induced by Fe (ll) in brain preparations.

The quantitative determination of the polyphenolic content of C. domestica
used Folin-Ciocalteau as the main reagent and pyrogallic acid as reference. In order,
the phenolic contents obtained were ethyl acetate fraction > crude extract > butanolic

fraction > dichloromethane fraction. Investigations of qualitative composition of plant
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extracts revealed the presence of high concentrations of phenolics in the extracts
obtained using polar solvents (Canadanovic et al., 2008).

Comparing the content of polyphenolic and antioxidant activity (ICsg), we can
correlate the phenolic content of ethy acetate fraction and its lower ICso. This
relationship of phenolic content and polarity is well documented (Chandra & Meija,
2004, Tung et al., 2007). Contradictorily, recent work has suggested that not always
the relation phenolic content — antioxidant activity can be established (Conforti et al.,
2009).

Butanolic fraction exhibited larger phenolic content than dichloromethane
fraction, but its 1Cs0 was higher. The structure of the phenolic groups and possible
changes in hydroxyl, by glycosylation as an example, cause a decrease in
antioxidant activity, due to the reduction in the number of hydroxyls and the steric
hindrance that sugar gives, difficulting the connection to the free radical (Cho et al.,
2003). There are also compounds that react strongly with the DPPH, and others that
have a mechanism for slower reaction (Tsimogiannis and Oreopoulos, 2006).

Dichloromethane fraction expressed good ICs value (16.4 £ 0.35 pug/mL) and
the lowest phenolic content. Probably the carotenoids and phytosterols/triterpenes
identified in this fraction can play a role in antioxidant capacity.

3.2 Inhibition of lipid peroxidation (TBARS assay)

Several studies have focused in the use of natural therapeutic antioxidant
compounds that can afford protection in a variety of in vitro and in vivo models of
human pathologies, including neurotoxicity models (Bastianetto and Quirion, 2002).
In TBARS assay, free Fe (Il) can induce neurotoxicity via stimulation of the Fenton
reaction and its levels are increased in some degenerative disease (Bostanci and
Bagirici, 2008). In this study, ethyl acetate fraction presented the best value of 1Cs
(11.11 £ 0.85 pg/mL), followed by butanol fraction (15.2 + 1.14 pg/mL), crude extract
(18.1 £ 2.02 pg/mL) (Figure 2). Dichloromethane expressed the lowest inhibition
(44.5 + 2.31 pg/mL). The results have shown a positive correlation between
HPLC/DAD analysis, in which all tested phenolic compounds were identified and
quantified in ethyl acetate fraction. We can assume that phenolic compounds are
closely related to inhibition of lipid peroxidation.
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Additionally, the four substances previously isolated and quantified from C.
domestica (B-sitosterol, stigmasterol, lupeol and B-amyrin) were also tested. A
previous work developed by Prasad et al. (2007), evaluated the TBARS levels in
mice tissues, to which it was previously administrated lupeol and the results indicate
that lupeol was found to protect mice tissues. However, we cannot establish a
relationship since in our study, lupeol was not administrated in vivo. Previously to
that, Geetha et al., (1998) evaluated the effects of triterpenes in induced arthritis in
rats, and the authors could observe an inhibition of lipid peroxidation by lupeol. In this
case, the authors also performed a previous treatment. Mora et al., (2006)
investigated the influence of incorporating phytosterols on the UVA-induced
formation of lipid-peroxidation products (TBARS) in keratinocytes. The results
demonstrated that sitosterol induces a significant decrease (-30%) of TBARS relative
to the used control whereas stigmasterol markedly increases lipid peroxidation
(+70%).

The results obtained in our study were not satisfactory (Figure 3) and we can
reasonably explain it on the basis of the low solubility of these apolar compounds in
the reagents commonly used in TBARS assay. Previous work developed by Pereira
et al., (2009) evaluated the activity of four flavonoids. Rutin (ICso = 28.8 pg/mL),
quercitrin (12.2 ug/mL) and quercetin (1.4 ug/mL) have shown good results. When
comparing both results, the ineffectiveness of phytosterols/triterpenes can be related
to solubility aspects. Considering the literature data, it seems to be more effective to
perform a pre-treatment, like an in vivo administration to the animals in instead of

perform the test with pure compounds.
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Figure 2. Effects of different concentrations of crude extract, ethyl acetate,
dichloromethane and butanolic fractions from the barks of C. domestica on Fe (ll) (10
MM)-induced TBARS production in brain homogenates. The samples were incubated
for 1 h with Fe (Il) and the plant extracts or without (basal). Data show means + SEM

values average from 3 to 6 independent experiments performed in duplicate.
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Figure 3. Effects of different concentrations of isolated compounds (B-sitosterol +
stigmasterol and lupeol + B-amyrin) from the barks of C. domestica on Fe (IlI) (10
MM)-induced TBARS production in brain homogenates. The samples were incubated
for 1 h with Fe (Il) and the plant extracts or without (basal). Data show means + SEM

values average from 3 to 6 independent experiments performed in duplicate.

3.3 Isolation and identification of triterpenoid compounds



61

Phytochemical procedures whose led to the isolation and identifications of the
phytosterols 3-sitosterol and stigmasterol, and the triterpenes lupeol and B-amyrin,
substances for each was performed TBARS analysis, are fully described in a
previous work which is accept for publication (Janovik et al., 2011).

3.4 HPLC quantification of B-carotene

Within only a few years, there has been exponential growth in research to
localize carotenoid in plants, understand their metabolism, and try to increase their
levels in fruits and vegetables. Different extraction techniques and numerous
chromatographic methods to assay carotenoids in plants have been published
(Serino et al., 2009). In this work, HPLC/DAD analysis was performed to identify and
quantify B-carotene and lycopene in dichloromethane fraction, whose presence was
previously confirmed by means of GC/MS. In this work, both compounds were
separated using mixture of acetonitrile:methanol:ethyl acetate with 1% of acetic acid
(88:8:4, v/v/v). For quantification, a calibration curve was constructed with reference
standard B-carotene (Y = 44368x — 3707.2 with r = 0.9995). Figure 2 shows a
representative chromatogram in which B-carotene (Peak 2, RT = 12.5 min) was found
to represent 3.73% * 1.02 from whole fraction. Peak 1 was identified as lycopene,

although it was not possible to quantify this compound.
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Figure 4. Chromatogram of dichloromethane fraction. Peak 1 (RT = 7.5, lycopene)
and Peak 2 (RT = 12.4, B-carotene).
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3.5 HPLC identification and quantification of phenolic compounds in crude extract
and fractions

The crude extract and fractions from C. domestica were investigated for the
presence of the following polyphenolic compounds: gallic, chlorogenic and caffeic
acids, quercetin, rutin, and kaempferol. ldentification of the compounds was done by
comparison of their retention’s time and UV/DAD absorption spectrum with those of
the standards.

The results obtained for this HPLC screening (see Figure 5 and Table 2)
indicates that ethyl acetate is the fraction which englobes the larger number of
phenolic compounds. All searched standards were found to be represented in this
fraction constitution. Caffeic acid was found in major quantities, followed by
chlorogenic acid and kaempferol.

Table 2. HPLC/DAD of identified and quantified polyphenols in crude extract and
fraction of C. domestica

mg/g of dried extract or fraction *

Extract/Fraction GA CFA CLA RT QT KF
Crude extract 3.28+0.12 - - 0.10+£0.31 0.71+0.26
Dichloromethane 2.46:+0.23 - - 0.62+0.22

Ethyl acetate 2.83+1.12 50.81+0.64 5.38+0.12 0.18+0.25 0.96+0.83 4.16+0.54
n-Butanol - - 0.02+0.41 0.06+£0.22 0.34+0.92

? Results are expressed as mean (n=3) + standard deviation
GA = gallic acid; CFA = caffeic acid; CLA = chlorogenic acid; RT = rutin; QT =
quercetin; KF = kaempferol

Caffeic acid belongs to hydroxy and polyhydoxy derivatives of cinnamic acid
such as coumaric and ferulic acids, and these compounds have been reported as
good free radical scavengers (Arrua et al., 2010). Their reactivity against this
unpaired electron species is dependent on both the number of phenolic groups
present in the molecule and the substitution pattern in the aromatic ring (Chen and
Ho, 1997). In a comparative study of the antioxidant and antiradical capacities of a
series of polyphenols, caffeic acid was among the most active compounds (Chaillou
and Nazareno, 2006). Chlorogenic acid is the esterified form of caffeic acid and it is

an also a well-known antioxidant. The presence of both caffeic and chlorogenic acid
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in high quantities can be closely related to the lowest values of ICsy obtained for ethyl
acetate fraction in DPPH and TBARS assays.

Gallic acid (GA) is a derivative from benzoic acid widely distributed in various
plants and foods, and its various biological effects have been reported, such as anti-
proliferative, pro-apoptotic and anti-tumorigenic effects against prostate (Kaur et al.,
2009). This compound was majorly identified in crude extract, being also present in
dichloromethane and ethyl acetate fraction.

Kaempferol and quercetin are examples of flavonols with a free hydroxyl group
at the C-3 position. Some studies suggest that the flavonol C-3 hydroxyl group is
responsible for the high antioxidant capacity (Burda and Oleszek, 2001). Kaempferol
was found in a good quantity in ethyl acetate fraction and it was also found in butanol
fraction. Quercetin was found in little quantities, being the highest quantity present in
ethyl acetate fraction.

Rutin (quercetin 3-O-rhamnoglucoside) which is commonly found in plants,
upon the hydrolysis of the glycoside bond produces quercetin, a highly antioxidative
aglycon. This natural flavonoid is a pharmacologically active phytochemical and
natural antioxidant, investigated for its possible role in protection and prevention of
pathologies, including Diabetes mellitus (Fernandes et al., 2010). In our study, rutin
was the only compound which was found in all fractions and in crude extract, even

though the quantities were low.
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Figure 5. HPLC/DAD chromatograms obtained for polyphenols screening. A= ethyl

acetate, 254 nm; B = ethyl acetate, 327 nm; C = ethyl acetate, 365 nm; D =

dichloromethane, 254 nm; E = dichloromethane, 365 nm; F = crude extract, 254 nm;

G = crude extract, 365 nm; H = n-butanol, 365 nm. Peaks: 1 = gallic acid; 2 = caffeic

acid; 3; chlorogenic acid; 4 = rutin; 5 = quercetin; 6 = kaempferol

4. Conclusion

In this study, we could establish a positive correlation between phenolic

compounds and antioxidant activity with ethyl acetate fraction, which shed a light on
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the positive relation, as seen that it presented the highest phenolic content and the
lowest ICso- DPPH and TBARS assays. Butanolic fraction expressed a good amount
of phenolics, while the ICsp-DPPH was inferior of ethyl acetate fraction. This behavior
can be due to the common glycosylated compounds extracted with this fraction.
Dichloromethane fraction ranged the lowest phenolic content and a good activity in
DPPH assay. HPLC/DAD analysis detected lycopene and B-carotene, which can be
responsible for this good activity. As expected, the mixtures of
phytosterols/triterpenes were ineffective to inhibit lipid peroxidation. HPLC/DAD
analysis performed with C. domestica revealed the presence of important bioactive
phenolic acids and flavonoids. Ethyl acetate fraction exhibited all tested compounds,
being caffeic acid the most abundant.

The results furnished support to assume that C. domestica achieves
antioxidant properties, which may be related to its popular uses. Considering the
absence of scientific literature related to this species, this work is a contribution to the
knowledge concerning the genus Cariniana and reports biological activity for C.
domestica for the first time.
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5. DISCUSSAO GERAL

No Brasil, as pesquisas com plantas ainda estdo muito centradas no ambito
da Universidade e Institutos de Pesquisa onde se desenvolve basicamente a
fitoquimica tradicional. Muito embora ja existam varios grupos nacionais envolvidos
com a busca de principios bioativos de plantas, essa pesquisa é fundamentalmente
académica. Apesar disso, a academia podera contribuir de forma decisiva para o
descobrimento de novas substancias bioativas. Considerando-se que um programa
de descoberta de novos farmacos é um processo muito longo, complexo e de alto
custo; considerando-se ainda que o processo envolve duas etapas distintas a fase
de descoberta e a de desenvolvimento e comercializacao; ndao ha duvidas que a
competéncia cientifica nacional esta qualificada para atuar na primeira fase desse
processo, com sucesso (MONTARI, BOLZANI, 2001).

A familia Lecythidaceae abrange uma ampla variedade de espécies, das
quais muito pouco € conhecido de sua composicdo quimica e propriedades
biolégicas. O género Cariniana apresenta pouquissimos estudos quimicos, e a
espécie tratada neste trabalho, Cariniana domestica, nao possui estudos
documentados na literatura até o presente momento. Este fato, aliado ao uso
popular das espécies de Jequitiba pela populacdo, motivou o desenvolvimento deste
trabalho, visando identificar as principais substancias presentes na espécie, bem
como a realizacdo da avaliagdo do seu potencial como antioxidante.

Em um primeiro momento, o extrato bruto (EB) e as fracbes diclorometano (F-
CH.Cl,), acetato de etila (F-AcOEt) e butandlica (F-BuOH) foram avaliadas quanto a
sua composi¢cao quimica por emprego da técnica simples de cromatografia em
camada delgada (CCD). Foram aplicados cerca de 2 puL de cada amostra na placa e
a mesma foi eluida com o sistema de solvente diclorometano (CH2Cl,), acetato de
etila (AcOEt) e metanol (MeOH), na proporcdo de 5:3:2 (v/ v/ v). Apés eluicao, a
placa foi observada em camera de ultravioleta (UV) e revelada com anisaldeido
sulfdrico, com aquecimento a 100°C. Nesta analise prévia, foram observadas
numerosas substancias com caracteristicas de compostos triterpénicos na F-CH,Cly,
e substancias mais polares, com caracteristicas de compostos fendlicos na F-AcOEt
e EB.
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Apébs a analise prévia por CCD, foram realizadas as dosagens de polifendis
totais, flavonoides e taninos no extrato bruto e fragbes, bem como a avaliacao do
potencial antioxidante. Para estudo de isolamento e identificagdo de compostos, foi
escolhida a F-CHxCl..

O doseamento de polifendis foi realizado conforme metodologia descrita por
Chandra e Meija (2004), utilizando o reagente de Folin Ciocalteau 2N e &cido
pirogalico como substancia de referéncia. A maior concentracdo de compostos
fendlicos encontrada nas cascas de C. domestica foi na F-AcOEt, 309,3 + 2,73,
seguida do EB, o qual apresentou 268 * 3,26. Para as fragbes F-BuOH e F-CHCl,
foram obtidos 132,2 = 1,96 e 54,6 + 0,33, respectivamente.

As cascas de C. domestica também foram submetidas a um doseamento de
flavondides totais. A analise foi realizada utilizando cloreto de aluminio 2% como
reagente, e rutina como substancia de referéncia. A maior concentracao de
flavonodides totais nas cascas de C. domestica foi obtida para a F-BuOH, 14,18 £ 0,1,
seguida da F-AcOEt, 13,98 + 0,09. Para o EB foi obtida a concentracédo de 13,69 +
0,05, e para a F-CH.Cl,, 12,0 £ 0,12. As cascas de C. domestica foram ainda
avaliadas quanto ao teor de taninos condensados, segundo método da vanilina
modificado. A maior concentracdo de taninos condensados foi encontrada na F-
BuOH, 149,7 £ 0,22, seguido do EB, 138,2 £ 1,85. As concentra¢des obtidas para as
fracoes F-AcOEt e F-CH.Cl, foram 131 + 0,03 e 136,3 £ 0,05.

Existe atualmente uma ampla variedade de métodos de andlise capazes de
avaliar capacidade antioxidante de substancias presentes alimentos, fluidos
bioldgicos, vegetais, entre outros. Sdo métodos descritos na literatura, que
necessitam de equipamentos e técnicas especificas, e que medem a atividade
antirradicalar desenvolvida em contato com os radicais: 2,2-difenil-1-picrilidrazila
(DPPH), anion superodxido, radical hidroxila, perdxido, dentre outros. O resultado da
analise depende da especificidade do radical pelos reagentes da reacdo de cada
método (ADOM et al, 2002). A reagdo com DPPH é um meétodo baseado na
estabilizacao do radical, ndo necessitando extracao. Como apresentado na Figura 5,
a reacao € determinada segundo mudancga de cor de violeta ao amarelo (ZHANG,
1999).
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Figura 5 - Reacdo do DPPH com um composto fendlico
(Reproduzido de Scaotti et al., 2007)

O potencial antioxidante de C. domestica foi avaliada pelo método do DPPH,
previamente descrito por Choi et al., (2002). Para a andlise das cascas de C.
domestica, a maior capacidade antioxidante observada foi para a F-AcOEt, a qual
apresentou ICsp = 6,5 + 0,81 (concentracdo necessaria para inibir a atividade
oxidante em 50%). A capacidade antioxidante da F-AcOEt mostrou-se superior a da
substancia de referéncia, o acido ascoérbico (ICsp = 9,0 * 0,79). O EB apresentou
ICs0 = 12,3 + 1,15, seguido da F-CH.Cl, = 16,4 + 0,35. A F-BuOH demonstrou a
menor atividade (ICso= 19,5 + 1,32).

Diversos extratos vegetais quando aplicados em modelos animais ou cultura
de células neutralizam a reatividade radicalar, diminuindo lesées celulares a
proteinas, lipideos e acidos graxos. Alguns destes compostos encontrados e
extraidos de vegetais sdo os polifendis, os flavondides, os organosulfideos e os
inddis. Os compostos fendlicos formam o maior grupo de antioxidante extraido de
vegetais, neutralizando a reatividade radicalar através da doacdo de um atomo de
hidrogénio (FFGUYER et al., 2003; NIKOLIC, 2006).

Os compostos fendélicos sao polares e encontram-se nos vegetais sob a forma
de polimeros, na qual estdo os taninos e as ligninas. Os taninos hidrolisaveis
contém um nucleo central de glicose ou um alcool poliidrico, esterificado com &cido
galico ou elagico, e sdao prontamente hidrolisaveis com acidos, bases ou enzimas.
Os taninos condensados, presentes no vinho tinto, sdo precursores das
procianidinas, formando posteriormente dimeros (SOARES, 2002).
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O cha verde ou preto extraido da espécie Camellia sinensis constitui um
extrato vegetal rico em antioxidantes. Existe uma grande variagdo na sua
composicdo, mas de forma geral apresentam catequinas (epigalocatequina,
epigalocatequina-3-galato, epicatequina galato e galocatequina). Em adi¢do, no cha
também encontramos flavondides (quercetina, campferol, myricintina), cafeina,
teofilina, alcaldides (teobromina), acido polifendlicos e acido galico (FGUYER et al.,
2003).

Neste estudo foi verificada uma correlacdo positiva entre o elevado teor de
polifendis e a maior capacidade antioxidante da F-AcOEt, nas analises realizadas
com as cascas. Conforme serd discutido adiante, a analise em Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) revelou a presenca de diversos compostos
fendlicos e flavondéides como parte da constituicdo desta fracdo. Ja a F-BuOH
apresentou um teor de polifendis inferior quanto comparado aos valores obtidos para
a F-AcOEt e o EB, apresentando também um valor maior de 1Csy. Neste caso foi
estabelecida uma relacdo positiva entre o baixo teor de polifenéis e a menor
capacidade antioxidante.

A estrutura dos grupos fendlicos e possiveis alteragdes nas hidroxilas, como
por exemplo, por glicosilacao, provocam um decréscimo da atividade antioxidante,
devido a reducédo do numero de hidroxilas livres e ao impedimento estérico que o
acucar proporciona, dificultando a ligacao do captador ao radical livre (CHO et al.,
2003). Também existem compostos que reagem fortemente com o DPPH, e outros
que possuem um mecanismo de reagdo mais lento (TSIMOGIANNIS,
OREOPOULOU, 2005). E possivel que a F-BuOH obtida das cascas tenha
apresentado uma atividade um pouco menor devido a estas razoes.

Em comparagdo aos resultados obtidos com a espécie C. domestica,
podemos citar outras espécies avaliadas sob as mesmas condi¢des analiticas, como
por exemplo a espécie llex paraguariensis. Em estudo realizado por Schubert et al.
(2007), a fragao acetato de etila apresentou ICso = 13,26 pug/mL, e a butandlica,
27,22 pg/mL. As fragbes acetato de etila e butandlica da espécie Scutia buxifolia,
popularmente conhecida como coronilha, expressaram os valores de ICsp = 4,32 e
4,35 pg/mL (BOLIGON et al., 2009).

Na determinacao do teor de flavondides totais realizada para as cascas, 0s
resultados obtidos foram bastante semelhantes para o extrato bruto e fragdes, tendo
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a F-BuOH apresentado um valor ligeiramente maior que as outras amostras, bem
como apresentou também o maior valor de taninos condensados.

Adicionalmente ao teste in vitro do DPPH realizado para determinar a
capacidade antioxidante de C. domestica, as cascas foram avaliadas quanto a
inibicdo da peroxidacao lipidica pelo método do TBARS. No ensaio do TBARS, o Fe
(1), um conhecido pro-oxidante, pode induzir neurotoxicidade via estimulacdo da
reacdo de Fenton, e seus niveis estdo aumentados em algumas doencas
degenerativas (BOSTANCI, BAGIRICI, 2008). Alguns estudos tém documentado
altos niveis de TBARS em tecidos cancerosos quando comparados com tecidos
normais (GUPTA et al.,, 2004). O cérebro é particularmente sensivel a agao dos
radicais livres devido ao seu alto consumo de oxigénio e baixa concentragdo de
enzimas antioxidantes. Por esta razdo, o tecido encefélico de ratos é comumente
utilizado neste ensaio.

Os resultados indicam que as cascas de C. domestica diminuiram
significativamente os niveis de TBARS no tecido cerebral. As fragdes F-AcOEt, F-
BuOH e EB apresentaram boa atividade, sendo o melhor resultado apresentado pela
F-AcOEt. Os resultados obtidos em ordem de melhor atividade foram F-AcOEt (ICs
=11.11 £ 0.850 pg/mL, F-BuOH (ICsp = 15.2 = 1.14 pg/mL), EB (ICs0 = 18,1 £ 2,02
ug/mL) e F-CH.Cly 1Cs0 = 44,5 + 2,31 ug/mL). Neste ensaio também foi observada
uma correlagdo positiva entre a capacidade antioxidante e alto teor de polifendis
encontrado para a F-AcOEt.

As duas misturas isoladas da F-CHCl, (lupeol + B-amirina; B-sitosterol +
estigmasterol) também foram submetidas ao ensaio do TBARS para investigar seu
potencial antioxidante. Alguns autores ja relataram resultados positivos envolvendo
ensaios de peroxidacao lipidica com compostos triterpénicos (PRASAD, et al., 2007;
GEETHA, et al., 1998), entretanto, os as substancias foram administradas in vivo
para posterior realizagdo da analise, o que parece ser a metodologia mais
adequada, levando em consideracdo a grande apolaridade desta classe de
compostos, o que dificulta a solubilizagdo nos regentes polares utilizados no ensaio.
Desta forma, as duas misturas n&o inibiram significativamente os niveis de TBARS,
provavelmente devido a questao da polaridade.

Os bons resultados obtidos na avaliagdo da capacidade antioxidante,
principalmente para a fracao F-AcOEt, motivaram a realizacado da analise por CLAE,
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com o objetivo de identificar e quantificar os principais compostos fendlicos que
possam ser 0s responsaveis pela boa atividade. Para a realizacdo da analise
cromatografica, foi utilizado método de gradiente de eluicdo. O EB e as fragdes
foram investigadas quanto a presenca dos seguintes compostos fendlicos: acido
galico, acido clorogénico, e acido caféico; e dos flavondides: quercetina, rutina e
campferol (Figura 6). A identificacdo dos compostos foi realizada por comparacao
dos tempos de retencao e dos espectros de absorcdo com aqueles dos padrdes.

Os resultados obtidos demonstraram que todas as substancias testadas estéao
presentes na constituicdo da F-AcOEt das cascas. A substancia encontrada em
maior concentracao (50,81% = 0,64) foi o 4cido caféico (tg = 27,42 min), seguido do
acido clorogénico (5,38% + 0,12, tg = 24,65 min), campferol (4,16% * 0,54, tr = 53,75
min). Em menores quantidades, foram identificados acido galico (2,83% = 1,12, tg =
13,9), quercetina (0,96% + 0,83) tg = 48,57) e rutina (0,18% + 0,25, tg = 37,84). A
presenca destes compostos parece estar estreitamente relacionada com a boa
capacidade antioxidante demonstrada por esta fragcdo. Para a F-BuOH foram
encontrados os trés flavondides testados, porém as concentragcdes destes
compostos foram baixas: rutina (0,02% * 0,41, tg = 37,51 min), quercetina (0,06% *
0.22, tg = 47,24 min) e campferol (0,34% * 0.92, tg = 53,9 min). No EB, foram
identificados o acido gélico (3,28% * 0,12, tg = 14,0 min), rutina (0,10% + 0,31, tg =
37,93) e quercetina (0,71% *= 0,26, tr = 47,3 min). Para a F-CH.Cl, foram
identificados acido galico (2,46% * 0,23, tg = 13,0) e rutina (0,62% + 0.22).

A maior classe de compostos fendlicos €& composta pelos &cidos
hidroxicindmicos, encontrados na maioria das plantas. O maior representante dos
acidos hidroxicindmicos é o &cido caféico, que ocorre principalmente na forma
esterificada com o &cido quinico, formando o acido clorogénico (OLTHOF et al.,
2000). O café é a maior fonte de acido clorogénico na dieta humana, sendo que a
ingestao diaria de café fornece entre 0,5 — 1 g do composto. O &cido clorogénico e 0
acido caféico sdo antioxidantes in vitro e podem inibir a formacao de mutacdes e a
carcinogénese, visto que inibem a reacado de N-nitrosacao in vitro (KONO et al.,
1995), além de inibirem danos ao DNA (KASAI et al., 2000; SHIBATA et al., 1999).
A associacao entre o consumo de café e a baixa incidéncia de cancer de célon em
alguns estudos epidemiologicos (GIOVANNUCI, 1998; FAVERA et al.,, 1998) pode

ser explicada em parte, pela presenca destes acidos.
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O &cido galico, derivado do acido benzdico também € um acido fendlico ja
reportado como captador de radicais, inclusive o DPPH (FUKOMOTO, MAZZA,
2000). Um estudo evidenciou também atividade antioxidante no pH estomacal
GUNCKEL et al., 1998).

Os flavondides consistem em um grupo de substancias fendlicas de baixo
peso molecular, sendo que seus efeitos benéficos para a saude ja eram conhecidos
antes de estes compostos serem isolados efetivamente. Um dos efeitos mais
importantes dos flavondides € a captacao de radicais livres. Experimentos in vitro
também demonstram atividades antiinflamatéria, antialérgica, antiviral e
anticarcinogénica (AHERNE, O'BRIEN, 2002; NIJVELDT et al., 2001). Sob o ponto
de vista quimico, sdo compostos formados por um nucleo comum fundamental
benzopirano ou cromado unido a anel aromatico caracterizado pelo esqueleto de
carbono C6-C3-C6. Sao subdivididos, sucintamente, como segue: flavonol, flavona,
catequina, flavana, flavanona, antocianidina e isoflavondide. Neste estudo foram
identificados trés flavondis: rutina, quercetina e campferol.

A rutina, flavondide da classe dos flavondis, € empregada como potente
antioxidante, na prevencao ou tratamento da insuficiéncia venosa ou linfatica e da
fragilidade ou permeabilidade capilar (BRUNETON, 1991; NISHIKAWA et al., 2007).
Quercetina e campferol séo flavondis amplamente distribuidos pelo reino vegetal -
apresentam significativa acao anti-inflamatéria, que pode ser atribuida a inibicao das
enzimas fosfolipase A (PLAy), lipo-oxigenase, ciclo-oxigenase e inibicdo da
producgéo de 6xido nitrico, através da modulagcéo enzimatica (YOON, BAEK, 2002).
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Figura 6 - Compostos fendlicos identificados por CLAE nas cascas e folhas de C.
domestica. 1 = acido galico; 2 = acido caféico; 3 = acido clorogénico; 4 = quercetina;
5 = rutina; 6 = campferol.

Os resultados obtidos em analise por cromatografia gasosa acoplada a
espectro de massas (CG/MS) sugeriram a presenca de B-caroteno e licopeno na F-
CH.Cl,. Desta forma, foi realizada andlise em CLAE para identificacdo e
quantificacao. O licopeno foi apenas identificado com base do tempo de retencao (tR
= 7,5 min.), devido a escassez de padrdo de referéncia. Para a analise do B-
caroteno foi construida uma curva de calibracdao (Y = 44368x — 3307,2) e os
resultados foram comparados com o tempo de retencdo (tR = 12,4 min). Esta
substancia foi encontrada em proporcao de 3,73% + 1,02. A analise também foi
realizada com a F-AcOEt das cascas, porém os compostos ndo foram detectados
nesta fracdo. A presenca destes compostos carotendides podem justificar a boa
atividade antioxidante apresentada pela F-CHCl».

As testes realizados para avaliacdo da capacidade antioxidante pelos

métodos do DPPH e TBARS, os doseamentos dos teores de polifendis e
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flavondides, bem como as analises por CLAE de alguns compostos fendlicos e
carotendides originaram dois artigos, sendo um aceito para publicacdo do periédico
Revista Saude, e outro que se encontra submetido ao periddico Journal of
Ethnopharmacology.

Os estudos de isolamento deste trabalho priorizaram a F-CH.Cl, como
material de partida. A F-CH.Cl, foi obtida em boa quantidade no processo de
extracdo sequiencial e apresentou um perfil cromatografico interessante por analise
em CCD.

Sucessivos procedimentos de isolamento em coluna cromatogréafica
realizadas com a F-CH.Cl, levaram a diversas subfragdes de + 100 mL cada, as
quais foram agrupadas de acordo com a similaridade do perfil cromatografico. A
subfracdo F-16-38 foi submetida a um novo fracionamento em coluna, para
obtencéo das subfragdes F-11-15, a qual originou o isolamento da mistura de lupeol
+ B-amirina, e a F-16-25, originando o mistura B-sitosterol + estigmasterol (Figura

7).
?aooco-
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e mistura de dleos padrio de B-sitosteral Padrdo de E—sltasterole
Sistema: CHzClz:hexano(8:2) Sistema: . Subfracdo F-15-25
CHzClz:hexano (8:2) Sistema: CHzClz:hexano(8:2)

Figura 7 - Esquema ilustrativo do processo de isolamento das misturas de [3-
sitosterol + estigmasterol e lupeol + B-amirina.
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As subfragdes F-11-15 e F-16-25 foram submetidas a analise por ressonancia
magnética nuclear de 'H e '*C, analise por CG/EM e por CLAE.

O espectro de RMN de ®C da F-11-15 mostrou a presenca de 60 atomos de
carbono, indicando a presenca de uma mistura de duas substancias. Foram
identificadas ressonéncias caracteristicas em 18,4, 109,3 e 150,9 ppm, sugerindo a
presenca de um grupo isoprenil alocado em C-30, C-29 e C-20, respectivamente, e
compativel com o esqueleto de triterpeno pentacilico lup-20(29)-ene-3-ol (MORITA
et al., 2000). No espectro de 'H foram observados sinais caracteristicos do grupo
isoprenil: dois dubletos em & 4,61 e 4,49 ppm, correspondendo aos prétons geminais
olefinicos H-29a e H-29b, e um singleto correspondente a metila em & 1,60 ppm,
alocado em CH3-30. A comparacgao destes dados de identificacao para o composto 1
da mistura bem como os demais sinais foram comparaveis com os sinais descritos
para o lupeol, previamente isolado para as folhas de Vernonia tweediana (ZANON
et al., 2008). Desta forma, o composto 1 foi identificado como lupeol.

Os sinais sp? remanescentes no espectro de da F-11-15 foram identificados
em & 121,7 e 145,2 ppm, caracteristicos ao nucleo da $-amirina (tipo oleanano), com
uma dupla ligagdo nas posicdes C-12 e C-13 (ZANON et al., 2008; GONZALEZ-
LAVAUT et al., 2008). No espectro de 'H foram observados sinais caracteristicos em
0 5,10 ppm para o H-12 (1H, t, J = 3.5 Hz) e em & 3,13 ppm (1H, dd, J= 5.0 e 11.0
Hz), atribuido ao préton em C-3. Os dados atribuidos ao composto 2 mostraram-se
compativeis com os sinais obtidos para a B-amirina (GONZALEZ-LAVAUT et al.,
2008).

O espectro de RMN de '°C da F-16-25 indicou a presenca de 58 atomos de
carbono, consistindo em uma nova mistura de compostos. Quatro sinais sp?
alocados em & 121,7, 129,3, 138,1 e 140,8 ppm indicaram a presenca de duas
duplas ligacoes. Os sinais em 6 121,7 e 140,8 sao caracteristicos de esterdides com
dupla ligacdo entre C-5 e C-6 (FORGO, KOVER, 2004; DE-EKNANKUL,
POTDUANG, 2003), enquanto que os sinais em 6 129,3 e 138,1 ppm sao tipicos de
triterpenos com dupla ligagdo entre C-22 e C-23 (FORGO, KOVER, 2004). Os
compostos B-sitosterol (24a-ethyl-cholestan-5-en-3-B-ol) e estigmasterol (24a-ethyl-
chlolestan-5,22-dien-3B-ol) apresentam uma dupla ligagdo da mesma posicdo (A°),

fazendo com que os sinais no espectro de RMN coincidam, mostrando-se mais
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intensos quando comparados com os outros dois sinais sp? (A%?) que pertencem
apenas ao estigmasterol (DE-EKNANKUL, POTDUANG, 2003).

Um intenso singleto em & 5,23 ppm no espectro de 'H é caracteristico de H-6
nos dois compostos e o duplo dubleto em & 5,05 e 4,95 ppm pertence aos prétons
olefinicos do estigmasterol. Desta forma, a mistura foi elucidada como uma mistura
dos compostos B-sitosterol e estigmasterol.

As subfracbes contendo as substancias isoladas também foram submetidas a
analise por CG/EM. A amostra contendo lupeol + B-amirina apresentou picos
intensos em 25,88 e 26,72 min, correspondendo a [(-amirina e ao lupeol,
respectivamente. O espectro de massas apresentou um sinal em m/z 426,
correspondendo ao ion molecular do lupeol. Também foram observados picos
oriundos da fragmentacdo do tipo Retro-Diels-Alder, que é tipica de triterpenos
pentaciclicos. O espectro da B-amirina mostrou sinal em m/z 203, o que confirma a
identidade do composto. Sinais correspondentes a fragmentacao Retro-Diels-Alder
tipica de compostos do tipo oleano e ursano foram observados em m/z 218, 203,
189 (OGUNKOYA, 1981). O espectro de massa da a-amirina e da B-amirina sédo
muito similares, diferenciando apenas na intensidade de alguns picos,
principalmente o pico 203, que € mais intenso na B-amirina (BUDZIKIEWICZI, 1963).

A subfracdo contendo B-sitosterol + estigmasterol apresentou picos em 24,32
e 25,25 min, correspondendo ao estigmasterol e B-sitosterol, respectivamente. Os
picos mais intensos foram observados em m/z 207, 205 e 412 para o estigmasterol,
e em m/z 213, 303 e 414 para o B-sitosterol (ZANON et al., 2008).

Os compostos isolados foram ainda submetidos a analise por CLAE para
quantificacao nas misturas e na F-CHCl, obtida das cascas. Resumidamente, na F-
11-15 foi obtida uma proporcéo de 73,47% de lupeol e 24,05% de B-amirina. Para a
fracdo F-16-25 foi observada proporcdo de 36,66% de B-sitosterol e 61,52% de
estigmasterol. Na quantificagdo dos compostos na F-CH.Cl,, foram observadas as
proporcoes: lupeol (28,20%), B-amirina (19,98%), estigmasterol (12,52%) e [-
sitosterol (5,85%). Os procedimentos de isolamento e as analises por métodos
espectroscopicos e cromatograficos originaram o artigo que foi aceito para
publicacao no periddico Natural Product Research.

No anexo desta dissertacdo encontram-se as demais publicagdes cientificas
realizadas a partir do estudo desta espécie.
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6. CONCLUSOES

e Da fracdo diclorometano foram isolados duas misturas de
fitoesterdis/triterpenos: B-sitosterol + estigmasterol e lupeol + B-amirina.

e Os compostos isolados foram quantificados por CLAE na fracdo
diclorometano. O composto encontrado em maior quantidade foi o triterpeno
lupeol, seguido da p-amirina, estigmasterol e B-sitosterol.

e Na fragdo diclorometano, também foram identificados os carotendides
licopeno e B-caroteno.

e A analise por CLAE do extrato bruto e fragdes revelou a presenca dos
compostos: acido galico, acido caféico, acido clorogénico, rutina, quercetina e
campferol. A fracdo acetato de etila apresentou todos os compostos testados
em sua constitui¢ao.

¢ No ensaio realizado com o radical DPPH a fracdo acetato de etila apresentou
a melhor capacidade sequiestradora de radicais livres.

e O ensaio do TBARS demonstrou que as fragcbes e o extrato bruto foram
capazes de inibir a peroxidacao lipidica, tendo a fragdo acetato de etila
apresentado o melhor resultado.

e Os fitoesterdis e triterpenos isolados nao inibiram significativamente o
peroxidacao lipidica, possivelmente devido a questdo da solubilidade dos
compostos.

e A fracdo acetato de etila apresentou o maior teor de polifendis totais.

e A fracdo butandlica apresentou o maior teor de taninos condensados e
flavondides totais.

e Este trabalho de pesquisa originou dois artigos cientificos os quais estao
publicados e/ou aceitos para publicacdo em revistas cientificas
especializadas, € um manuscrito que se encontra submetido a um perioédico

especializado.
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ANEXO 2 - Espectro de 'H - RMN (100 MHz, CDCls) da mistura lupeol + B-amirina
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ANEXO 3 - Espectro de '*C - RMN (100 MHz, CDCl3) da mistura estigmasterol + B-

sitosterol
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ANEXO 4 - Espectro de 'H - RMN (100 MHz, CDCls) da mistura estigmasterol + -
sitosterol
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ANEXO 5 - Certificado de apresentagdo de trabalho cientifico no XX Congresso
Pan-Americano de Farmacia e XIV Congresso da Federacdao Farmacéutica Sul-

Americana
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de trabalho cientifico no XX Congresso

ANEXO 6 — Certificado de apresentacao

Pan-Americano de Farmécia e XIV Congresso da Federagdo Farmacéutica Sul-

Americana

seuapieD [pnuep %&

- Yy4Vdad auspisaid BOJFUSID OBSSIUWIOD Bp IUBPISII] 0JUIAT Op OAINDEXT w:N@E . 0JU3A3 Op AUBPISAIY

:wwm_ﬁ eIAR|d "RIg BYIOY Bp oueliny ) %N:om ap opler ad

g e

0102 &P 0lew op 67 ‘2168]y 0Hod

hﬁmo...._ ap apepljenb
BU ‘(NS Op apuels) Oy Op B2I[0}eD) SPEPISISAIUN BIDIIUOY Bp SOJUSAT ap ozcoo ou ‘0L0Z
8p olew ap g7 e 97 op opolled ou sopez||esi ‘euedlIBWY-|NS BII}N@JeWle oedelapa ep
. .owmo._m:oo AIX Op @ elokuWie 9p ouBdlIsWY-Ukd 0SSaiBuoy XX 0 syueinp opejuasaide (0}

JAAVHLY 3ANIT _._._.m_w_<0m_<_>_ IO_._IONE
ONIT3A <Z_<Z<ﬁ ZNVMHOS O9VIHLNODITOg ILSNONY ANITV-MIAONY VSSIANVA

salojne sop

wm_m_s_ (Laviv) <O_._.WN_>_OD VNVININVO
40 NOILOVYA ANVHLINOYOTHOIA WO¥L z_m_>_>_<-a n_z< .._Omn_nn_ 40 ZO_._.<._Om_

oedezjeay

ope|nyul oyjegel} o shb sowesyal

124

0aVHIND

ajuaped op e3ueinGas




97

l.ql . .pm\mi._.m_,»«.._m‘m.i S ‘ Eumxmuomm_ﬁi, ’ \2@?3%%_«?&

mNCWU‘_ﬂU _w_.nu_._w_z wmo " N — °|_>IN|W|OV4‘_m_._ﬁ% » . y "

010Z 8p olew ap 67 ‘2469 opod _ , : bt :

ok

"19}s0d 9p apepiienb

BU ‘|NS Op SpueIs) 01y OP B2I[0}eD SPEPISISAIUN BIDLIIUOH BP SOJUSAT 9P 0JjUSD OU ‘0L0T

Sp olew ap Bz B 9Z Op opolied ou sopezijesl ‘euedLIBWY-|NS BI1INgIRWIRY OBSRISpa Bp
ommo._m:oo AIX Op @ m_omEEu_ 9p ouestlswy-ued ossaibuoy XX 0 sjueinp opejussaide 10}

m_D><IP< JANIT H1IHYOUVYIN'YIATON DIMgH04 YNVNT :
VANVINY-HOITHOY S DN YNIVNVYF-NODITOS 1LSNONY INITY-MIAONVYI VSSINVA

salolne sop

wm_m_s_ (Ldvi) volLs3amwoa
VNVINIYVO 3a SVYH104 Svd S305Vvdd SVN SIV1OL SION3dITO0d 2d O._.Zm=>_<mm0n_

opejnyiul o;_mng o0 enb moEmoEtmo

(44

OaYOHILYTY ‘

ajusided op ejueinsas

ANEXO 7 — Certificado de apresentacao de trabalho cientifico no XX Congresso
Pan-Americano de Farmacia e XIV Congresso da Federacdao Farmacéutica Sul-

Americana
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ANEXO 8 — Certificado de apresentagao de trabalho cientifico no 152 Farmapolis
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ANEXO 9 - Certificado de apresentagao de trabalho cientifico no 15° Farmapolis
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ANEXO 10 — Manuscrito submetido ao periddico Brazilian Journal of
Pharmacognosy

Enc: [Fwd: [RBFAR] Submission Acknowledgement]

De: Margareth Linde Athayde (mlathayde@yahoo.com.br)
Enviada: terca-feira, 15 de fevereiro de 2011 16:30:43
Para: Vanessa Janovik (vjanovik@hotmail.com)

--- Em ter, 15/2/11, margareth@smail.ufsm.br <margareth@smail.ufsm.br> escreveu:

De: margareth@smail.ufsm.br <margareth@smail.ufsm.br>
Assunto: [Fwd: [RBFAR] Submission Acknowledgement]
Para: mlathayde@yahoo.com.br

Data: Terca-feira, 15 de Fevereiro de 2011, 11:29

——————————————————————————— Mensagem Original --------------------------—-
Assunto: [RBFAR] Submission Acknowledgement

De:  "Cid AimbirA© de Moraes Santos" <revista@sbfanosia.org.br>
Data: Ter, Fevereiro 15, 2011 11:24 am

Para: "*Margareth Linde Athayde" <margareth@smail.ufsm.br>

*Margareth Linde Athayde:

Thank you for submitting the manuscript, "RBFAR-783 - Identification of
triterpenes by GC/MS from the leaves of Cariniana domestica (Mart) Miers
(Lecythidaceae)" to Revista Brasileira de Farmacognosia. With the online
journal management system that we are using, you will be able to track its
progress through the editorial process by logging in to the journal web
site:

Manuscript URL:
http://submission.scielo.br/index.php/rbfar/author/submission/50759
Username: margareth_athayde

If you have any queries, please do not hesitate to contact me. Thank you
for considering this journal as a venue for your work.

Cid AimbirA© de Moraes Santos
Revista Brasileira de Farmacognosia

Revista Brasileira de Farmacognosia
revista@sbfgnosia.org.br
Tel. FAX + 55 41 3360 4062

http://submission.scielo.br/index.php/rbfar
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ANEXO 11 — Manuscrito submetido ao peridédico Journal of
Ethnopharmacology

Fwd: [Fwd: Submission Confirmation for your paper]

De: Margareth Athayde (margathayde@gmail.com)
Enviada: quinta-feira, 24 de fevereiro de 2011 0:11:49
Para:  vjanovik@hotmail.com

—————————— Forwarded message ----------

From: <margareth@smail.ufsm.br>

Date: 2011/2/23

Subject: [Fwd: Submission Confirmation for your paper]
To: margathayde@gmail.com

——————————————————————————— Mensagem Original -------—---------cccceee -
Assunto: Submission Confirmation for your paper

De:  "Journal of Ethnopharmacology” <jethnoph@chem.leidenuniv.nl>
Data: Qua, Fevereiro 23, 2011 6:02 pm

Para: marga@ccs.ufsm.br

Dear Dr.Athayde,

Your submission entitled "Antioxidant activities and HPLC/DAD analysis of
phenolics and carotenoids from the barks of Cariniana domestica (Mart.)

Miers" has been received by journal Journal of Ethnopharmacology

You will be able to check on the progress of your paper by logging on to
Elsevier Editorial as an author. The URL is http://ees.elsevier.com/jep/.

Your manuscript will be given a reference number once an Editor has been
assigned.

Thank you for submitting your work to this journal.
Kind regards,
Journal of Ethnopharmacology

For further assistance, please visit our customer support site at
http://support.elsevier.com. Here you can search for solutions on a range
of topics, find answers to frequently asked questions and learn more about
EES via interactive tutorials. You will also find our 24/7 support contact
details should you need any further assistance from one of our customer
support representatives.




