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Introducao

Schinus lentiscifolius (aroeira-cinzenta) pertence a familia anacardiaceae e é nativa de regioes
tropicais e subtropicais. A esséncia proveniente da decocgdo das cascas da arvore é utilizada na
medicina popular (LORENZI, 2002). Considerando que nos extratos das folhas de S. lentiscifolius
foram identificados compostos fendlicos e flavonoides (GERHKE et al., 2013) e sabendo que estes
podem estar localizados em cascas de caule de plantas (OLIVEIRA et al., 2014) nos propomos a
estudar os extratos, bem como avaliar sua capacidade antioxidante.

O estresse oxidativo decorre de um desequilibrio entre a geragao de compostos oxidantes e a
atuacdo dos sistemas de defesa antioxidante. A geracdo de radicais livres e espécies reativas ndo
radicais ¢ resultante do metabolismo de oxigénio. O sistema de defesa antioxidante tem a funcéo
de inibir e/ou reduzir os danos causados pela acdo deletéria dos radicais livres e espécies reativas
nao radicais (BARBOSA et al., 2010). Os compostos fendlicos tém como mecanismo de prevengao
aos danos oxidativos a protecdo das moléculas de modo direto, atuando como citoprotetores e/ou
antioxidantes, ou de modo indireto, induzindo mudancgas celulares nas respostas de defesa
(resposta ao estresse) (MITJAVILA; MORENO, 2012).

Diante da escassez de estudos que relacionem os constituintes quimicos dos extratos dessa
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espécie as suas atividades bioldgicas, o objetivo deste estudo foi determinar o teor de fenodis totais
nos extratos das cascas de Schinus lentiscifolius, a atividade antioxidante dos extratos através do
método quantitativo de inibicdo ao radical DPPH e verificar seus efeitos sobre a viabilidade
celular de linfocitos expostos ao perdxido de hidrogénio (H,0,).

Materiais e métodos

As cascas de S. lentiscifolius foram particionadas com solventes hexano, acetato de etila e
metanol originando os extratos SL-HEX, SL-ACOET e SL-MEOH. Posteriormente, todos os extratos
foram avaliados quanto a presenca de compostos fendlicos e flavonoides por cromatografia em
camada delgada (CCD), e para aqueles que apresentaram resultado positivo, foram analisados por
HPLC-DAD-ESI-MS/M e determinado o teor de fendis totais e a capacidade antioxidante a partir
do método de inibicdo ao radical DPPH.

Para a determinagao do teor de FT foi utilizado o método de Folin-Ciocalteu com modificagoes
(ALVES e KUBOTA, 2013). O extrato foi solubilizado a 1% (10 mg.mL-1) em metanol. Esta solucao
(0,5 mL) foi entdo misturada e incubada com 250 pL do reagente de Folin Ciocalteu (2N), por
cinco minutos, a temperatura ambiente e adicionou-se 2 mL de solucdo de carbonato de sédio
(7,5%). Apds incubacdo no escuro, por 2 horas, a absorbancia foi medida a 760 nm em cubeta de
vidro, tendo como “branco” o metanol e todos os reagentes, menos o extrato. O teor de FT foi
determinado por interpolacao da absorbancia das amostras contra uma curva de calibragao
construida com o padrdo acido galico e expresso como mg de EAG (equivalentes de acido gdlico)
por g de extrato. A equacdo da curva de calibracdo do &cido galico foi y = 51,91x+0,019 (y=
concentracdo de acido gélico; x = absorbancia; R = 0,992). Todas as analises foram realizadas em
triplicata.

A determinacdo da atividade antioxidante foi realizada através do método quantitativo de
inibicdo ao radical DPPH, no extrato que apresentou maior contetdo de fendis totais,
conforme Gehrke (2012). O método quantitativo foi realizado pela medida da leitura da
absorbancia da amostra contra uma amostra em branco e um padrao o di-terc-butil metil fenol
(BHT). A amostra testada e o padrao BHT foram preparados nas concentracoes de 20 pg/mL em
etanol solugdo estoque. Apds diluigdes seriadas obteve-se as concentragdes de 500,0 a 3ug/mL,
sendo acrescentadas a cada diluicdao 0,5 mL de solucao de DPPH (0,004%). As amostras
permaneceram a temperatura ambiente por 30 minutos sob protecao da luz, em seguida a leitura
da absorbancia foi realizada em espectrofotometro UV-VIS (517 nm) para medir a reducdo do
radical livre DPPH contra uma amostra em branco preparada para cada dilui¢do. Foi utilizada uma
solucdo de etanol (1,0 mL) acrescida de 0,25 mL de solucdao metanoélica 0,004% de DPPH como
controle (0% de inibicdo).

No extrato que apresentou melhor capacidade de seqiiestro ao radical livre DPPH avaliou-se o
efeito sobre a resposta celular ao estresse em linfocitos quanto a viabilidade celular. Para esta
determinacao, os linfocitos foram extraidos de linfonodos mesentéricos de ratos Wistar fémeos
provenientes do biotério da UNIJUI (CEUA-UNIJUI n° 005/2016), distribuidos em microtubos com
igual suspensao celular, desafiados com H,0, e tratados com trés concentragoes diferentes do
extrato da casca de S. lentiscifolius (8, 16 e 32 ng/mL) a 37°C por 1h (CATALGOL; OZDEN;
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ALPERTUNGA, 2007). A contagem das células foi realizada pelo método Trypan Blue (BUROW et
al., 1998). A viabilidade é dada pela razdo entre o nimero de células vidveis (ndo coradas) e o
numero de células totais (coradas e ndo coradas), multiplicada por 100. O nimero de células por
mL na suspensao foi obtido pelo produto entre o nimero de células vidaveis presentes no
quadrante central, o fator de dilui¢do e o nimero 10*, que é o fator de correcdo do volume do
hemocitometro.

Resultados

Quanto ao contetudo de fendis totais, o extrato que apresentou maior valor em mg de EAG
(equivalentes de &cido galico) por g de extrato foi o SL-ACOET (Tabela 1), mostrando-se com uma
possivel maior capacidade antioxidante. Essa possibilidade se comprova quando analisado os
resultados da atividade antioxidante pelo método de inibicdo de DPPH (Figura 1), onde o extrato
SL-ACOET apresenta uma maior porcentagem de inibicao de DPPH comparado ao SL-MEOH.

Tabela 1 - Contetdo de FT nos extratos da casca de S. lentiscifolius.

Extrato mgEAG/g
SL-ACOET 12,32 £ 0,21
SL-MEOH 753 +022

WValores expressos emmeédia=desvio padrdo (n=3).
Figura 1 - Atividade antioxidantede extratos da casca de S.lentiscifolius pelo método DPPH.
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Caleulo de inibicdo/sequestro de radicais livres: Y% inibicio = [[Ac — Aa) Ac)] x100, onde Ac € a absorbincia
da solugdo controle (somente DPPH e metanol) ¢ Aa € a absorbancia da amestra testado no tempo de 40
minutos. @ = SL-ACOET: extrato acetato de etila;[J = SL-MEOH: extrato metandlico. Fesultados expressos
emmedia = desvio padrio. ANOVA de 2 vias de medidas repetidas, post-hoc de Bonferrom. *P<0,001vs.
Arido ascorbico 7 P<0,001 vs. Acido ascorbico e SL-ACOET.
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A partir desses dados, o extrato utilizado para verificacao do efeito na viabilidade celular dos
linfécitos foi o SL-ACOET, cujo resultado mostra-se na Figura 2. Analisando o gréfico, a
concentracao do extrato que apresentou maior capacidade de aumentar a viabilidade celular dos
linfécitos desafiados com H,0, foi a de 16 pg/mL.

Figura 2- Efeito do extrato SL-ACOET sobre a viabilidade celular de linfécitos apés 1h de
exposig¢ao ao H,0, a 37°C.
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Controle, DMESO 1% (32pL de DMS20 1% em dgua destilada), EXTE, EXT16 e EXT32 (tratamento SL-
ACOET de &, 16 & 32 pg/'mL, respectivamente), H2Oz (concentragio de 200mb), EXTE+H200, EXT16+
HxOn e EXT32+H20n Valores expressos em meédia £ desvic-padrio. (n=3-6). ANOVA de uma via
segmido do teste de Dunnett para mnltiplas comparagdes. ¥P <003 vs. Controle, 7 P<0,03 vz HaOn.

Consideracoes finais

A partir dos dados obtidos, pode-se concluir que a presenga de compostos fendlicos expressas no
extrato SL-ACOET pode ser responsavel pelo seu potencial antioxidante e que esse extrato pode
representar uma alternativa promissora na medicina complementar.

Palavas-chave: compostos fendlicos; radical livre; potencial terapéutico.
Key-words: Phenolic compounds; free radical; therapeutic potential
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