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RESUMO

Nos ultimos anos varios estudos tém caracterizado diferentes atividades
biologicas da Schinus terebenthifolius Raddi, entre elas se destacam a atividade
adstringente, antioxidante, anti-inflamatdria, depurativas e diurética. Schinus
terebenthifolius Raddi, Anacardiaceae, € uma espécie nativa do Brasil, Argentina e
Paraguai. Diversas pesquisas tém sido desenvolvidas para a obtencéo de derivados com
diferentes substituintes, visando um estudo de relacdo estrutura/atividade. Assim, o
objetivo desse trabalho foi sintetizar novos derivados carboxamidas a partir do acido
galico, e posteriormente realizar ensaios in vitro para avaliagdo da atividade
antioxidante destes compostos obtidos. A obtencdo dos derivados carboxamidas foi
realizada pela reacdo de esterificacdo do &cido galico, seguida pela reacdo de
substituicdo nucleofilica com varias aminas. A avaliacdo da atividade antioxidante foi
realizada pelo método de DPPH. Todos os compostos foram obtidos com alto
rendimento e caracterizados por cromatografia em camada delgada.
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INTRODUCAO
terebenthifolius Raddi, Anacardiaceae, conhecida popularmente como aroeira-
vermelha, pimenta rosa, é nativa do Brasil, Argentina e Paraguai e vegeta desde a Bahia
até o Rio Grande do Sul. E um fitoterapico largamente empregado no Brasil, e esta
inserida na relacdo das sete espécies atualmente selecionadas pelo ministério da saude,

assim, diversas pesquisas vém sendo realizadas para evidenciar suas propriedades



terapéuticas. As partes utilizadas como medicinais sdo casca, folhas e frutos. Séo
adstringentes, antidiarreicas, anti-inflamatdrias, depurativas, diuréticas e febrifugas. As
folhas e as cascas sdo ricas em taninos, em flavondides e em OGleo essencial; as
saponinas estdo restritas as cascas. Os frutos contém &cidos e triterpenos. As cascas
possuem acdo contra febre, hemoptises e afecces uterinas em geral. As folhas e frutos
sdo atribuidos propriedades antibidticas. As atividades antibacteriana e antifingica do
extrato de caules e folhas, possivelmente, estejam associadas a presenca de taninos,
alcaloides, esteroides, chalconas e urundeuvinas. As folhas contém mircetina, acido
galico, quercetina, capferol, leucocianindina e b-sitosterol (JAIN et al., 1995;
MARTINEZ et al., 1996; SILVA JUNIOR, 1999; BORNHAUSEN, 2002; DI STASI et
al., 2002; DEGASPARI et al., 2004; 2005 ; RIBAS et al., 2006;)

A investigagdo fitoquimica de S. terebenthifolius é de grande importancia, pois o
isolamento de principios ativos e a modificacdo quimica destes podem resultar na
descoberta de novos produtos com aplicacéo terapéutica.

Nos ultimos anos, tem-se verificado um grande avanco cientifico para esclarecer
0 papel dos radicais livres em processos fisiopatologicos como envelhecimento e pelas
doencas degenerativas associadas ao envelhecimento, como cancer, doencas
cardiovasculares, catarata, declinio do sistema imune e disfuncdes.

A producdo de radicais livres é controlada nos seres vivos por diversos
compostos antioxidantes, 0s quais podem ter origem enddgena, ou serem provenientes
da dieta alimentar e outras fontes. Quando ha limitacdo na disponibilidade de
antioxidantes podem ocorrer lesdes oxidativas de carater cumulativo (HASLAM, 1996;
ROESLER et al., 2007).

Os antioxidantes, sejam natural ou sintético, possuem elevada estabilidade
oxidativa em funcdo de sua estrutura molecular, e por isso desempenham papel
fundamental na prevencdo a oxidacdo de substancias. Sendo assim, 0s antioxidantes
podem ser definidos como qualquer substancia que, presente em baixas concentraces,
quando comparado a um substrato oxidavel, retarda ou inibe a oxidacdo desse substrato
(AUST et al., 2001; HANDELMAN, 2001).

Compostos fendlicos tém sido muito estudados, pela sua influéncia na qualidade
dos alimentos e pela sua constituicdo que apresenta propriedades antioxidantes
(SOARES, 2002). Caracterizam-se por terem um anel benzénico, um grupamento
carboxilico e um ou mais grupamentos hidroxila e/ou metoxila na molécula, conferindo

propriedades antioxidantes aos alimentos e consequentemente ao organismo, sendo, por



isso, indicados para o tratamento e prevencdo do cancer, doencas cardiovasculares e
outras doencas (KERRY et al., 1997; BRAVO, 1998; CROFT, 1998; FERGUSON et
al., 1999). A protecdo contra doencas por compostos fendlicos é mediada por
propriedades antioxidantes (KURODA et al., 1999), por meio da acdo de captura de
espécies reativas de oxigénio e espécies reativas de nitrogénio.

Compostos fendlicos como &cido galico, ocorrem naturalmente em plantas como
uma molécula livre ou como parte da molécula de é&cido ténico e apresentam
importantes atividades biolégicas em varios estudos, dentre elas anti-inflamatoria
(BRAGT et al., 1980), antioxidante (SOHI et al.,, 2003) e antitumoral (MODAL et al.,
2001). Alcaléides sdo bases organicas nitrogenadas amplamente encontradas na
natureza. Possuem um ou mais atomos de nitrogénio e podem estar presentes em sua
estrutura, geralmente na forma de aminas primarias, secundarias ou terciarias. Devido as
propriedades do &cido galico, o objetivo deste trabalho foi sintetizar novos derivados
carboxamidas a partir do acido galico e realizar ensaios in vitro para avaliacdo da

atividade antioxidante.

METODOLOGIA

As folhas de S. terebinthifolius foram coletadas no Horto de Plantas Medicinais
da UFGD. O material vegetal apds seco ao ar e moido foi extraido por maceragdo com
metanol a frio. Apds filtracdo e remocdo do solvente sob vacuo em evaporador rotativo
e temperatura de no maximo 60 °C, foi obtido o extrato metandlico. Em seguida o
extrato foi dissolvido em metanol/dgua 1:1 e particionado sucessivamente em hexano
(150,0 mL), cloroférmio (150,0 mL) e acetato de etila (150,0 mL). Apds remocao dos
solventes tém-se as fracGes hexano, cloroférmio, acetato de etila e hidrometanolica. Da
fracdo cloroformio foi isolado o acido galico (1) por cromatografia em coluna
cromatografica de silica gel eluida com hexano, hexano:cloroférmio em gradiente de
polaridade e metanol.

A rota proposta para a sintese dos novos compostos derivados do acido galico,
mais especificamente, de derivados contendo o grupo carboxamida, estdo apresentadas

no Esquema 1.
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Esquema 1: (a) CH3OH, H,SOy, reflux. 48h; (b) Galato de metila, C4H1oN, EtOH,
reflux. 72h; (c)Galato de metila, C4HgNO, EtOH, reflux. 72h.

Preparacao do metil galato (2)

A uma solucdo do acido galico, em MeOH foi adicionado H,SO4 ¢onc. A solugéo
foi mantida sob refluxo e agitacdo por aproximadamente 48h. Apds evaporacdo de todo
metanol, o produto foi neutralizado com uma solugédo de bicarbonato de sodio 10%. A
fase organica foi extraida com acetato de etila, seca com sulfato de sodio anidro e, apds

filtragem do secante, o solvente foi removido em rotaevaporador.

Preparacao dos derivados carboxamidas (3-4)
A uma solucdo do derivado (2) em etanol, foi adicionado 12 mmol da respectiva
amina (3-4). A mistura reacional foi mantida sob refluxo por 72h. O precipitado

formado foi filtrado em funil de Biichner e lavado com etanol.

Avaliacao da atividade antioxidante
A investigacdo da atividade antioxidante do extrato metandlico e dos derivados
foi realizada pelo método fotocolorimétrico in vitro do radical livre estavel 2,2-difenil-

1-picril-hidrazila (DPPH), utilizando como controle positivo o0 BHT. O método consiste



no monitoramento do consumo do radical livre DPPH' pelas amostras, através do
decréscimo da medida de absorbancia. Aliquotas de 1 mL das amostras foram
adicionadas a 2 mL da solucdo de DPPH 0,004% e incubadas na temperatura ambiente
por 30 minutos. A leitura da absorbancia de cada amostra foi realizada no
espectrofometro a 515 nm (BLOIS, 1958). Todas as analises foram realizadas em
triplicata. A porcentagem de inibicdo (% I) foi calculada pela formula: % | = (Ag —
A)/Ao) x 100. Onde A, €é a absorbancia do DPPH (controle) e A é a absorbancia da

amostra mais DPPH.
Ant|OX|dante
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Figura 1- Descoloracédo do radical livre DPPH

RESULTADOS

O galato de metila (2) foi obtido através da esterificagdo entre o acido galico (1)
e metanol em presenca do acido sulfurico como catalisador, com 96% de rendimento. A
esterificacdo completa do composto de partida foi visualizada por cromatografia em
camada delgada CCD.

A obtenc¢do do composto (2) foi confirmada pela presenca de um singleto em &y
3,73 com integral para trés hidrogénios, pelo espectro de RMN *H, atribuido & metoxila
do éster. Os sinais na regido de hidrogénios aromaticos em oy 6,92 ppm com integral

para dois hidrogénios, corresponde aos H2/H6 (Figura 2).




Figura 2 — Espectro de RMN de *H (300,06 MHz, DMSO-ds) do galato de metila (11).

O espectro de RMN **C apresentou sinais na regido de 8¢ 166,3, caracteristico
de carbonila de éster de um carbono oximetilico em &c 54,9, confirmando a

esterificagdo (Figura 3).
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Figura 3 — Espectro de RMN de *3C (75,45 MHz, DMSO) do galato de metila (11).

Os derivados butilamina (3) e morpholine (4) foram obtidos através da reacdo de
esterificacdo do acido galico (1), seguida pela reacdo de substituicdo nucleofilica ao
galato de metila (2), com as respectivas aminas. A obtencdo do composto (3) e do
composto (4) foi confirmada pela visualizacdo das placas de cromatografia em camada
delgada CCD (Figura 4).

Figura 4- Placas de cromatografia em camada delgada (CCD) do composto (3) e do

composto (4).



Devido a importéancia da pesquisa de novos agentes antioxidantes, foi realizada a

avaliagéo da atividade antioxidante do substrato e de todos 0s compostos sintetizados, a

fim de tentar realizar um estudo de relagdo estrutura/atividade.

% de inibicdo

Os resultados da avaliagdo antioxidante dos compostos estdo apresentados na
Figura 5, Tabela 1.
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Figura 5 - Resultado da avaliagdo antioxidante do metil galato (2).
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Figura 6- Resultado da avaliacdo antioxidante da Butilamina (3-a).
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Figura 7 — Resultado da avaliacdo antioxidante da Butilamina (3-b).
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Figura 8- Resultado da avaliagdo antioxidante da morpholine (4-a).
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Figura 9- Resultado da avaliacdo antioxidante da morpholine (4-b).

Tabela 1. Dados da avaliagdo antioxidante dos compostos 2, 3, 4 e 5.

Composto IC50 (ng/ml)
(1) Acido galico 6,34
(3-a) Butilamina 3,23
(3-b) Butilamina 3,09
(4-a) Morpholine 1,13
(4-b) Morpholine 2,98
BHT 16,9

A analise dos dados da Tabela 1 da avaliacdo da atividade antioxidante pelo
método de descoramento do radical livre DPPH, mostrou que o derivado carboxamida
com o grupo morfolina (4) foi a mais ativa, com o 1Cso= 1,13 pg/ml, apresentando assim
maior capacidade “sequestradora” de radicais livres.

O substrato acido galico (1) apresentou moderada atividade antioxidante quando
comparado com o padrdo BHT. O substrato (acido galico) é considerado também como

composto padrdo para avaliacdo da atividade antioxidante em diversos trabalhos da
literatura.



CONCLUSOES

No presente trabalho foram obtidos e caracterizados varios compostos derivados
do &cido galico, como: metil galato (1), Butilamina (111) e Morpholine (IV), tendo como
rendimento 92%, 87% e 76% respectivamente.

A obtencdo dos derivados carboxamidas foi realizada pela reacdo de
esterificacdo do &cido galico, seguida pela reacdo de substituicdo nucleofilica com as
respectivas aminas.

Os ensaios para a avaliagdo da atividade antioxidante pelo método de
descoramento do radical livre DPPH, mostraram que os derivados carboxamidas
obtidos, apresentaram potente capacidade sequestradora de radicais livres, apresentando

assim uma boa atividade antioxidante.
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