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RESUMO

A industria farmacéutica tem investido em estudos de plantas medicinais como
medicamentos, pois se estima que 80% da populagdo mundial confia no tratamento médico
com derivados de plantas. Entre as plantas estudadas estdo as da familia Santalaceae, que
apresentaram no 6leo de suas sementes acido graxos ndo usuais com ligaces triplas, o que é
considerado um mecanismo de defesa contra patdogenos. Uma das espécies da familia
Santalaceae é Acanthosyris spinescens, uma planta frequente na regido sul do Brasil, mas
pouco estudada até agora. O objetivo desse estudo foi elucidar os componentes do 6leo da
semente de A. spinescens e testar sua atividade antiquimiotaxica e antifingica. Foi realizada a
extracdo do 6leo da semente e sua derivatizacdo para analise em cromatografia a gas acoplada
a espectrometria de massas. A partir dos cromatogramas foi identificada a presenca de acidos
graxos acetilénicos. Apos, foi testada a atividade antiquimiotaxica pelo método da camara de
Boyden com leucocitos tratados com o 6leo de A. spinescens e a atividade antifingica pela
concentracdo inibitéria minima (CIM) frente a isolados de candida e fungos filamentosos.
Para a atividade antiquimiotaxica houve inibicdo da migracéo leucocitaria na concentracéo de
0,01 pg/mL e para antifingica os resultados foram negativos. Assim, acredita-se que nenhum
dos acidos graxos acetilénicos encontrados no 6leo da semente de A. spinescens seja
responsavel por essas atividades, e sim outro &cido graxo presente nas outras plantas da

familia Santalaceae.
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1. INTRODUCAO

O uso de produtos naturais para o tratamento de doencas € uma das praticas mais
antigas do mundo. Segundo a Organizacdo Mundial da Saiude (WHO), 80% da populacéo
mundial, principalmente em paises em desenvolvimento, confiam em medicamentos
derivados de plantas como forma de tratamento medico (Maroyi, 2016). Assim, 0 interesse
por tratamentos com plantas medicinais tem crescido nos altimos anos, sendo maior o
investimento da industria farmacéutica na utilizacdo de produtos naturais como matéria-
prima, tornando-se necessarias mais pesquisas por esses produtos e suas aplicacdes

farmacoldgicas.

Os recentes avancos e o desenvolvimento de novas técnicas de identificacdo e
avaliacdo farmacologica tém comprovado o potencial terapéutico de metabdlitos vegetais
comuns a varias plantas. Exemplo disso é o emprego consolidado de varios compostos
isolados de plantas, obtidos a partir de matéria-prima vegetal ou de sintese e semi-sintese de
estruturas precursoras produzidas por elas. Entre estes, pode-se citar a digoxina, derivada de
Digitalis spp., a morfina e a codeina de Papaver somniferum e o paclitaxel de Taxus

brevifolia e Taxus bacata (Rates, 2001).

Entre as plantas utilizadas na terapéutica estdo as da familia Santalaceae, que consiste
em aproximadamente 40 géneros e 400 espécies, distribuidas nas regibes tropicais e
temperadas do mundo (Hou et al., 2013). Os membros dessa familia exibem uma grande
variedade de forma e estrutura. A variacdo da estrutura floral, a natureza do ovario, a reducéo
do gineceu e o alongamento do saco embriondrio além do oOvulo sdo algumas das
caracteristicas notaveis que atrairam atencdo dos morfologistas e embriologistas (Raj, 1972).
Essa familia abriga espécies parasitarias de outras plantas, assim sofrem reducgéo ou perda das
caracteristicas morfolégicas e fisiolégicas. Os compostos majoritarios encontrados
previamente em plantas da familia Santalaceae foram 6leos fixos e essenciais, monoterpenos,

sesquiterpenos, flavonoides, alcaloides e fendis.



Muitas plantas sdo usadas na terapéutica, mas h& aquelas que ainda ndo foram
estudadas ou n&o tiveram atividade comprovada. Como exemplo podemos citar Acanthosyris
spinescens, uma espécie que ocorre com frequéncia no Rio Grande do Sul, que pode
apresentar potencial alimenticio (Kinupp e Lorenzi, 2014). Além disso, segundo estudos

prévios, o 6leo de suas sementes pode ter atividade contra patégenos (Okada et al., 2013).

Algumas plantas apresentam 6leos fixos, como a A. spinescens, outras 0leos volateis.
Os 6leos fixos, importantes para a industria alimenticia e farmacéutica, sdo extraidos de
plantas e sua principal funcdo é armazenar nutrientes para as mesmas. Eles sdo constituidos
principalmente por triacilglicerois e diferem da gordura apenas pelo ponto de fuséo (Salgado

et al., 2007), pois em temperatura ambiente sdo liquidos.

Estudos da década de 60 revelaram aproximadamente 20 &cidos graxos com ligacdes
conjugadas no 6leo de sementes. Esses acidos graxos conjugados foram identificados no 6leo
das sementes de 11 familias de plantas, todas caracterizadas como dicotiledéneas (Hopkins e
Chisholm, 1968). Um exemplo sdo as plantas da familia Santalaceae, que acumulam &cido
ximénico (acido trans-11-octadecen-9-inoico, &cido santélbico) no 6leo de suas sementes
(Okada et al., 2013), que foi observado pela primeira vez no Oleo de Ximenia caffra
(Olacaceae), e depois na familia Santalaceae (Hopkins e Chisholm, 1968). Além de estar
presente no 6leo das sementes, o acido ximénico também pode ocorrer em cascas, raizes,
caules ou galhos das plantas. Esse &cido graxo ndo usual pode ser toéxico para humanos, mas
como o acido santalbico contém um interessante grupamento conjugado ene-ine, pode ser

interessante para a industria quimica (Aitzetmiller., 2012).

A producdo de &cidos graxos ndo usuais com ligacdes triplas é considerada um
mecanismo de defesa contra patogenos (Okada et al., 2013), entdo esses acidos graxos nao
usuais tém sido investigados como agentes anti-inflamatdrios (inibidores competitivos da
cicloxigenase) (Aitzetmuller, 2012) e antifungicos (Maroyi, 2016). Além da familia
Santalaceae, esses acidos graxos ndo usuais também foram descritos nas familias Olacaceae e

Opiliaceae. Também foram reportados no Gleo dessas sementes acido oleico e pequenas



quantidades de &cido linoleico, linolénico e esteardlico (&cido 9-octadecindico) (Okada et al.,
2013). O oleo de Pyrularia pubera, examinado por Hopkins e Chisholm (1968), revelou o
acido piralico, que é um analogo do &cido ximénico com 17 carbonos, além de outros acidos

acetilénicos.

Acanthosyris Griseb € um dos géneros da familia Santalaceae, que € composto por seis
espeécies, que sao A. falcata Griseb, A. spinescens Griseb, A. glabrata Griseb, A. paulo-alvinii,
A. asipapote e A. annonagustata (Kinupp e Lorenzi, 2014). No Brasil ha registro de duas
espécies: A. paulo-alvinii na Bahia e A. spinescens no Parand, Rio Grande do Sul e Goiés,

além de Argentina e Uruguai.

Acanthosyris spinescens, uma planta nativa da regido sul do Brasil, apresenta porte
médio e popularmente é conhecida como sombra-de-touro (Kinupp e Lorenzi, 2014). A
formacéo dos botdes florais ocorre a partir de setembro, a floracdo entre outubro e novembro
e a maturacdo dos frutos ocorre de janeiro a maio, com o pico no inicio do més de fevereiro.
O fruto mede em torno de 1,5 cm, é amarelo, carnoso, a polpa é branca e a semente marrom
com uma améndoa branca, sélida e oleosa. Na medicina popular o decoto (cha) das folhas é
usado contra febres graves e, externamente, para lavar feridas e ulceracdes (Kinupp e Lorenzi,
2014). Além disso, os frutos quando consumidos (varios) in natura, quentes ao sol (colhidos

no pé), podem ter acdo laxante consideravel.

Acanthosyris spinescens foi pouco estudada, mas ha alguns relatos da década de 1960
que revelaram no 6leo da semente dessa espécie a presenca de acidos graxos ndo usuais, com
uma concentra¢do muito mais alta de acidos graxos com 17 carbonos que as concentragdes
encontradas nas plantas pesquisadas anteriormente, como a Pyrularia pubera (Powell e Smith
Jr., 1966). Os espectros de infravermelho e ultravioleta indicaram a presenca de hidroxil,
acetileno, metileno terminal, grupos ene-ine conjugados (Powell e Smith Jr., 1966) e de
acidos hidroxiacetilénicos, que tendem a ocorrer em propor¢ées maiores nas especies que tém
acidos acetilénicos (Hopkins e Chisholm, 1968). Considerando as propriedades ja descritas

até aqui, como a possivel atividade antiquimiotaxica e antifungica, a investigacdo do 6leo de



Acanthosyris spinescens podera trazer resultados significantes para a inddstria farmacéutica,

quimica e alimenticia.

A inflamag&o, uma reagédo do organismo frente a uma agresséo, apresenta cinco sinais,
que sdo calor, rubor, tumor, dor e perda da fungdo. Esses sinais refletem as mudancas
hemodinamicas e celulares que ocorrem durante o processo (vasodilatacdo, aumento da
permeabilidade vascular e migracdo celular) (Piornedo, 2010), que sdo reguladas pela
liberacdo de mediadores pré-inflamatérios secretados pelos macr6fagos na resposta
inflamatoria (Montserrat et al., 2014) ; (Hwang et al., 2013). Os mediadores dessa atividade
sdo oxido nitrico (NO), eicosanoides, citocinas inflamatorias, prostaglandinas, leucotrienos e

tromboxanos.

As cicloxigenases (COX) tém um importante papel na modulacdo de condicdes
fisiopatoldgicas, como a inflamacdo. Existem duas isoformas da COX, a COX-1, que mantém
as funcdes fisiologicas normais da célula e a COX-2, que é expressa apds uma série de
estimulos, como as citocinas durante a resposta inflamatéria (Mezayen et al., 2006). A
ativacdo dos macrofagos conduz a estimulagdo da COX-2 com aumento da producdo de
eicosanoides (Montserrat et al., 2014) e de prostaglandinas, potentes mediadores pro-
inflamatdrios derivados do &cido araquid6nico pelo metabolismo das COX (Mezayen et al.,
2006). O &cido araquidoénico é o principal substrato para a COX e para a lipoxigenase (LOX),
enzimas que aumentam a taxa de formacao de fatores pré-inflamatérios (Guipu et al., 2013).
Essa substancia é liberada a partir dos fosfolipidios pela acdo da fosfolipase A2, que pode ter
um importante papel no inicio e na amplificacdo da resposta inflamatdria, providenciando
substrato para a biossintese de eicosanoides pro-inflamatérios. Diferentes isoformas de
fosfolipase A2 sdo expressas e liberadas por neutrofilos, baséfilos, células T, mondcitos,
mastocitos e macrofagos (Montserrat et al., 2014) que promovem a producdo dos mediadores

pré-inflamatorios.

Estudos prévios demonstraram que acidos acetilénicos com ligagdes triplas isolados de

Pentagonia gigantifolia (Rubiaceae) apresentaram atividade antifungica in vitro frente a
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Candida albicans (Xing-Cong et al., 2008). Assim como alguns &cidos graxos polinsaturados,
como o estearidénico e o eicosapentanodico, causam inibicdo da producdo de biofilme e da
atividade metabolica de Candida albicans e de Candida dubliniensis. Quando comparados
aos acidos graxos saturados, aqueles com ligacdes duplas e triplas sdo, geralmente, mais
potentes contra fungos patogénicos (Xing-Cong et al., 2008). Os &cidos graxos sdo
incorporados a membrana fosfolipidica, mas a interacdo destes varia conforme o peso e a
saturacdo dos acidos. Essas variacdes que dao aos acidos graxos caracteristicas distintas na

sua acdo antifangica (Thibane et al., 2012).

2. OBJETIVOS

Como ha poucos estudos cientificos sobre A. spinescens, esse estudo visa avaliar a
composicdo do 6leo fixo presente nas sementes dos frutos desta espécie e testar a atividade
antiquimiotaxica e antifungica, considerando os estudos prévios sobre &cidos graxos

acetilénicos e seu potencial contra agentes patogénicos.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Material vegetal

Os frutos de A. spinescens foram coletados em janeiro de 2016, més em que ocorre a
maturacdo dos frutos, no Jardim Boténico de Porto Alegre, pelo botanico Dr. Sérgio A. L.
Bordignon (UNILASSALE, Canoas, RS).

3.2. Extragdo
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Foram realizadas duas extracfes com técnicas diferentes para observar o rendimento

de cada uma.

Na primeira extragdo (extragdo 1) foram selecionados cinco frutos e estes foram
descascados. As cascas e as polpas foram colocadas em um béquer e as sementes foram
abertas e separadas das améndoas (parte interna da semente), que foram distinguidas em
grupo A e grupo B (estavam com aparéncia oxidada). Os frutos foram pesados, os do grupo A

totalizaram 2,4948 g e os do grupo B 1,8532 g.

Para extracdo do 0Oleo, as améndoas do grupo A foram transferidas para um gral e
trituradas com auxilio de um pistilo, foram realizadas trés lavagens com hexano e transferido
para um béquer, que ficou overnight na capela para evaporagdo do solvente. O mesmo
procedimento foi realizado com as améndoas do grupo B, aquelas que aparentavam estar
oxidadas. Apds a evaporacdo do solvente, observou-se que o 6leo apresentava aspecto leitoso.
Os béqueres foram entdo pesados novamente para o calculo do rendimento e o material foi
transferido para tubo de ensaio tarado, para que fosse visivel a separagdo do 6leo do contetdo
leitoso. O 6leo dos grupos A e B foi transferido para tubos de ensaio previamente pesados e
totalizaram 0,7169 g de 6leo o grupo A e 0,2211 g o grupo B. Apds a separacao do 6leo do

conteddo leitoso, o 6leo foi derivatizado e injetado no cromatdgrafo gasoso (CG).

Para a segunda extracdo (extracdo Il) do éleo foram selecionados seis frutos, que
tiveram suas améndoas separadas conforme descrito no processo anterior. Novamente foram
divididas em grupo A (2,4573 g) e grupo B (2,0640 g). As améndoas A foram trituradas em
gral com auxilio de pistilo e lavadas com hexano. O 6leo foi transferido para um tubo de
ensaio para centrifugacdo durante 4 min a 3000 rpm. O 6leo de interesse ficou separado do
conteddo leitoso, entdo esse 6leo foi transferido para um béquer previamente tarado. Com um
secador de cabelos convencional foi evaporado o hexano e o dleo foi derivatizado (mesma
técnica utilizada anteriormente) para posterior injecdo no CG, nas mesmas condicdes

utilizadas apds a extracéo I.
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3.3. Derivatizagdo

Para analise de 6leos fixos por Cromatografia a Gas (CG), é necessario derivatizacdo
da amostra. Para tanto utilizou-se a técnica descrita na Farmacopeia Brasileira (2010)
(Composicao de acidos graxos por cromatografia a gas (5.2.29.15.4)) modificada. A amostra
foi pesada em um erlenmeyer, ao qual foi adicionado metanol anidro e solu¢cdo metandlica de
hidroxido de potassio 60 g/dL. O erlenmeyer foi levado a chapa de aquecimento a 60 °C
durante 15 minutos e depois foi arrefecido em &gua corrente. A amostra foi transferida para
tubo de ensaio e o erlenmeyer lavado com hexano, que foi transferido para 0 mesmo tubo de
ensaio. O tubo de ensaio foi agitado e adicionada solucdo de cloreto de sodio 200 g/L, foi
agitado novamente e a fase organica foi recolhida em outro tubo de ensaio, ao qual foi

adicionado sulfato de so6dio anidro.

3.4. Andlise por Cromatografia Gasosa

A anélise do 6leo fixo foi realizada em cromatdgrafo a gas acoplado a um detector de
massas (CG/EM), modelo Shimadzu QP5000, equipado com uma coluna capilar Fator Four,
VF-23 (Varian, com 30 m x 0,25 mm e preenchida com um filme de 0,25 pm de espessura)
para separacdo dos constituintes. As temperaturas do injetor e do detector foram ajustadas a
260 °C, e a temperatura da coluna foi programada com rampa de aquecimento de 50 °C
(mantida por 5 minutos), de 50 a 300 °C com variacdo de 3 °C/min, e mantida a 300 °C por 5
minutos, utilizando hélio como gas carreador a 80 kPa e fluxo de 1 mL/min. Volume de

injecéo foi 1 pL com divisdo de fluxo (Split 1:50).

Para a identificacdo das substancias, apds a cromatografia gasosa, a amostra passa por
espectrometria de massas, que apresenta os fragmentos das respectivas substancias e a
biblioteca do equipamento adquirida pela NIST (National Institute of Standards and

tecchnology) indica quais 0s possiveis compostos presentes.
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3.5. Atividade antiquimiotaxica

A avaliacdo da atividade antiquimiotaxica foi realizada de acordo com o método da
camara de Boyden modificado, descrito por Suyenaga e colaboradores (2011). Previamente ao
ensaio, os leucocitos foram tratados com Oleo de A. spinescens dissolvido em solucdo
balanceada de Hank (HBSS pH 7,4), em concentragdes de 10, 1, 0,1, 0,01 ¢ 0,001 pg/mL a
37°C por 30 min. Como controle negativo foi utilizada uma solugédo de neutréfilos sem adicdo
de amostra. A solucdo de tratamento contendo os leucdcitos foi adicionada aos pocos
superiores da camara, separados por um filtro de nitrocelulose 8.0 um (Millipore, USA) do
fator quimiotaxico (LPS — lipopolissacarideo de Escherichia coli - Sigma-Aldrich®) presente
no compartimento inferior. A migracéo leucocitaria foi mensurada pela distancia, medida em
micrémetros, entre o plano superior do filtro em relacdo ao plano inferior que continha duas
células, em dez campos microscopicos. Indometacina, um anti-inflamatério ndo esteirodal

(AINE) inibidor da sintese de prostaglandinas, foi utilizada como controle positivo.

3.6. Atividade antiflngica

A atividade antifungica do dleo de A. spinescens foi avaliada frente a isolados
depositados na Micoteca do Laboratério de Micologia Aplicada da Faculdade de Farméacia da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Os testes foram realizados com as espécies
Candida albicans (ATCC18804, CAO01), C. krusei (ATCC6258, CK02), C. tropicalis (CT56,
CT72A), C. parapsilosis (RLO1, RL20), C. glabrata (CG40039, RL24) e os fungos
filamentosos Trichophyton mentagrophytes, T. rubrum, Microsporum canis e M. gypseum.
Para obtencdo de células viaveis utilizadas nos experimentos, as espécies de candida foram
crescidas em agar saboraud com cloranfenicol por 24 h a 35 °C e as espécies de fungos

filamentosos 5 dias a 32°C.

Para as especies de Candida a concentracdo inibitéria minima (CIM) foi determinada

pelo método de microdiluicdo em caldo de acordo com o protocolo M27-A3 padronizado pelo
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Clinical Laboratory Standard Institute (CLSI, 2008). Os experimentos foram conduzidos em
meio de cultura RPMI-MOPS (meio RPMI 1640 contendo I-glutamina, sem bicarbonato de
sodio — tamponado em pH 7,0 com 0,165 mol/L de MOPS) e a amostra testada na faixa de
concentracdo que variou entre 2 a 512 ug/mL. A CIM foi definida como a menor
concentracdo da substancia na qual o microrganismo testado ndo demonstrava crescimento
visivel. Os experimentos foram realizados em triplicata e fluconazol foi utilizado como
controle positivo do teste. Como os testes foram realizados em meio aquoso (RPMI), as
amostras foram solubilizadas com Tween 20 e realizou-se um controle negativo com essa
substancia, para verificar se a mesma ndo inibe o crescimento fangico. Para os fungos

filamentosos foi realizado um screning na concentracao de 256 pug/mL.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Considerando os estudos realizados até o momento, neste trabalho foi avaliada a
composicdo quimica do Oleo das sementes de Acanthosyris spinescens e seu potencial

antiquimiotaxico e antifungico.

4.1. Extracao

4.1.1. Extracéo I

Na extracdo do 6leo, apds a evaporacao do solvente, o aspecto do conteldo do béquer
A era leitoso, enquanto o do béquer B era amarelado e menos leitoso. Os rendimentos foram
calculados conforme apresentado na Tabela 1. Os béqueres foram pesados novamente para o
calculo do rendimento (Tabela 1) e o conteudo foi transferido para tubo de ensaio tarado, para

que fosse visivel a separacao do 6leo do contetdo leitoso.
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Tabela 1: Rendimento da extracao |.

Peso do Peso do Peso da Rendimento
béquer béquer + amostra (%)
9) amostra (g) 9)
Béquer A 52,3411 53,2125 0,8714 34,93
Béquer B 47,2889 47,6531 0,3642 19,65

4.1.2. Extragéo Il

Calculou-se o rendimento da segunda extracdo, conforme a Tabela 2.

Tabela 2: Rendimento da extracéo II.

Béquer (g) Béquer + Oleo (g) Rendimento
amostra (%)
)
Amostra A 18,7200 18,8973 0,1773 7,21
Amostra B 31,1159 31,2479 0,1320 6,39

O rendimento da extracdo Il foi mais baixo que o da extracdo I, provavelmente porque
na primeira extracdo foram realizadas trés lavagens com hexano da amostra triturada, na

segunda extracgéo foi feita apenas uma lavagem.

4.2. Andlise por Cromatografia a Gas

O cromatograma da amostra A da extracdo | ndo apresentou boa resolugédo, o que foi
atribuido a presenca do 6leo branco turvo, que ndo estava presnete na amostra B, cujo
cromatograma apresentou boa resolucédo. Para certificar-se que o resultado ficaria bom, foi

realizada a extracéo Il e a técnica foi repetida.
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A andlise do CG da extragdo Il apresentou bom resultado, conforme a Figura 1, e

verificou-se que os cromatogramas das amostras sdo iguais, entdo se conclui que poderia

juntar os dois grupos de améndoas para as proximas analises e identificar os componentes dos

Oleos.

504

[T D — e L

o

%

50

Figura 1: Cromatograma obtido por CG-EM do 6leo fixo de Acanthosyris spinescens apos

derivatizacao.

Na anéalise quimica do 6leo observou-se a presenca de 17 compostos, sendo dois com

possiveis ligacdes triplas. segundo os espectros fornecidos pela biblioteca do equipamento, 0s

compostos observados e a porcentagem estdo referenciados na Tabela 3.

Tabela 3: Compostos observados no éleo de Acanthosyris spinescens e suas porcentagens.

Pico Tempo de Nome do composto %
retencdo

1 37,764 Acido Cis-10-pentadecenoico 3,50
2 38,317 Nao identificado 0,58
3 42 552 Acido estearico 1,62
4 43,292 Acido oleico 43,36
5 44,496 N&o identificado 0,43
6 46,111 Né&o identificado 1,32
7 46,217 Nao identificado 2,63
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Pico Tempo de Nome do composto %

retencéo

8 47,675 acido cis- 11-eicosanoico 13,16
9 48,642 Ligacdo tripla 10,11
10 50,123 Nao identificado 9,58

11 50,641 Ligacéo tripla 2,22
12 52,094 Acido Araquiddnico 3,20
13 55,258 Nao identificado 0,83
14 56,950 Nao identificado 1,32
15 60,924 Né&o identificado 2,41
16 62,459 Nao identificado 3,43
17 64,073 Nao identificado 0,30

Sete acidos graxos ja haviam sido identificados no 6leo de A. spinescens (Badami e
Patil, 1980), sdo eles o acido estearolico (5%), o santalbico (1%), piralico (9%), 17-
octadecen-9-inoico (18%), 11,17-octadecadien-9-inoico (4%), 8-hidroxioctadeca-11,17-dien-
9inoico (4%) e 10,16-heptadeca-9-inoico (10%). Desses, a biblioteca do equipamento
identificou apenas o acido pirulico, constituindo 10,11% do total do 6leo, como mostra o pico
9 na Tabela 3. A biblioteca também identificou que havia dois compostos com ligacbes

triplas, sendo um deles o &cido pirdlico.

Normalmente os 6leos de sementes contém tracos de cadeias lineares e acidos graxos
com numero impar de carbonos. O Oleo de A. spinescens é considerado ndo usual por
apresentar mais de 10% de acidos graxos com numero impar de carbonos (Litchfield, 1967)
(Tabela 3) e uma alta concentracdo de acidos graxos com cadeia normal de Cy7; (Powell e
Smith Jr., 1966). No 06leo da semente de outra espécie da familia Santalaceae, a Jodina
rhombifolia, também foi observada a presenca de acidos graxos ndo usuais, mas compondo
55% do total do 6leo desta planta (Spitzer et al., 1994).
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Os compostos majoritarios no 6leo de A. spinescens sdo os dos picos 4 (acido oleico —
43,36%), do pico 8 (acido cis- 11-eicosanoico - 13,16%) e do pico 9 (10,11%), um composto
com ligacdo tripla, provavelmente o &cido 10-heptadecen-8-indico (acido piralico). Além do
pico 9, no pico 11 também aparece uma possivel ligacdo tripla, mas a substancia ndo foi
identificada. Em 1966 haviam sido identificados os acidos 17-octadecen-9-inoico, trans-
10,16-heptadecadien-8-inoico e trans-11,17-octadecadien-9-inoico no oOleo desta espécie
(Powell e Smith Jr., 1966), além de outros compostos ndo familiares, no entanto nao foi

confirmada a presenca de nenhum destes acidos nesta anélise.

As substancias foram identificadas pelo espectro de massas fornecido pelo
equipamento, conforme a figura 2, em que a NIST d& a opcdo que o pico 1 é o acido cis-10-
pentadecenoico (acido palmitico), que representa 3,5% do total do 6leo. J& para o pico 2 a
NIST néo reconhece a substancia pelo espectro de massas, que esta representado na Figura 3.
O pico 12 (Figura 4) provavelmente é o acido araquidénico segundo consulta a NIST, mas

nao se tem certeza sobre essa substancia.

43
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Figura 2: Acido palmitico, conforme opgéo da NIST.
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Figura 3: A NIST néo apresentou opcdes de que substancia esta representada pelo espectro.
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Figura 4: Provavelmente o &cido araquiddnico.

Nas Figuras 5 e 6 estdo apresentados os espectros de massas dos picos 9 e 11,
respectivamente, em que provavelmente ha ligacdo tripla. No pico 9 esta representado o
espectro de massas do acido 10-heptadecen-8-indico (acido piralico), um éacido com 17
carbonos, uma ligacdo tripla e uma dupla, representado na Figura 7. No pico 11 a NIST
sugere que seja 0 4-hexadecen-6-ine ou o acido 11,14,17-eicosatrienoico, mas ndo ha como
precisar. Esses acidos graxos acetilénicos que contém sistemas ene-ine conjugados foram
encontrados em membros das familias Santalaceae e Olacaceae (Powell e Smith Jr., 1966),
sendo que a Ultima apresentou uma preponderancia a &cidos graxos com dois grupos
acetilénicos (Spitzer et al., 1994). Alguns acidos acetilénicos com estruturas semelhantes aos
acidos graxos acetilénicos foram encontrados em esponjas marinhas (Suberites mammilaris e
Suberites japonicus) e apresentaram atividade citotoxica, antifungica e antimicrobiana
(Hwang et al., 2013).
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O écido pirulico é um &cido graxo acetilénico ene-ine (Spitzer et al., 1997) que
apresenta formula molecular C17H250,, peso molecular 264,40302 g/mol e ja foi descrito em
outras espécies da familia Santalaceae, como Jodina rhombifolia (Spitzer et al., 1994). A
presenca desse acido ja foi descrita no 6leo da semente de A. spinescens, mas nao ha relatos

de estudos sobre o mesmo.
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Figura 5: Acido 10-heptadecen-8-inoico, conforme opgéo da NIST.
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Figura 6: A NIST ndo informa que substancia esta representada pelo espectro, apenas que ha

ligagéo tripla.
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Figura 7: Representacfes do acido 10-heptadecen-8-indico.
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4.3. Atividade antiquimiotaxica

Para o célculo da inibicdo, considera-se que o controle inibe 100% da migracédo
leucocitaria, entdo a média do controle (75,17 um) é considerada como inibigdo total para
comparagdo com as amostras. Os resultados podem ser observados na Tabela 4.

Tabela 4: Migracdo (um) de neutréfilos tratados com o 6leo de A. spinescens e controle negativo,

observado pelo método da Camara de Boyden modificado.

Concentracao Controle 10 1 0,1 0,01 0,001
(ng/mL)
86 50 86 64 66 44
66 59 70 68 44 40
70 54 58 52 40 50
60 60 86 50 38 60
88 68 62 56 52 66
66 68 58 68 40 78
64 68 68 52 48 64
74 60 80 64 50 66
80 60 60 72 48 60
70 64 66 60 60
90 54
88
Média 75,17 60,45 69,40 60,67 48,60 58,80
Desvio 10,74 6,15 10,96 9,00 9,00 11,32
padréo
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Na Figura 8 estd representado o percentual de migracdo leucocitéria relativo a cada
amostra e na Figura 9 o percentual de inibicdo da migracdo. Observa-se que para a amostra na
concentracdo de 10 ug/mL a média da migracdo foi de 60,45 um, logo a taxa de inibi¢do foi
19,58%. A amostra na concentracdo de 0,01 pg/mL foi a que apresentou menor média de
migracdo leucocitéria (48,60 um), consequentemente apresentou maior inibicdo da migracéo,
que foi 35,34%, entdo apresentou-se como a concentragdo com maior efeito antiquimiotéxico,
seguida pela concentracdo de 0,001 pg/mL, cuja inibicao foi de 21,78%. A concentracao de 1

pg/mL foi a que apresentou menor inibicao (7,68%).

80,00 | g 69,40
z 70,00 60,45 60,67 58 80
= 60,00 -
o 48,60
S, 50,00 -
©
8 i
£ 40,00
S 30,00 -
.©
3 20,00 -
S
10,00 -
0,00 . . . .
Controle 10 1 0,1 0,001
Concentracdo (ug/mlL)

Figura 8: Migragéo (um) de neutréfilos tratados com o 6leo de A. spinescens e controle negativo.
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Figura 9: Resultado da inibicdo da migrag&o leucocitaria.
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Estudos demonstraram que o &cido Xximénico isolado inibe a biossintese de
tromboxanos B2 e pode ser um potente inibidor de leucotrienos B4, além de afetar a
bioconversdo do &cido arquidénico em prostaglandinas, inibindo a atividade da COX
(Hettiarachchi et al., 2010). Portanto, pode ser o acido santalbico o responsavel pela atividade
anti-inflamatoria das plantas da familia Santalaceae, porque a presencga desse &cido ndo foi
identificada no 6leo da semente de A. spinescens, que apresentou baixa atividade. As
atividades demonstradas para as esponjas marinhas foram atribuidas aos atomos de iodo

presentes nas moléculas (Hwang et al., 2013) e ndo as ligaces triplas dos acidos graxos.

4.4. Atividade antifangica

Conforme a Tabela 5 a CIM para todas as amostras foi maior que 512 pg/mL, portanto
ndo havendo inibicdo do crescimento fungico em nenhuma das concentracdes do 6leo de A.

spinescens testadas.

Tabela 5: Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) do 6leo de A. spinescens, fluconazol e

tween 20 frente a isolados de candida.

Concentracao Inibitoria Minima (ng/mL)

Fungos leveduriformes Oleo | Fluconazol | Tween 20
. . ATCC18804 | >512 4 > 512
Candida albicans CAOL >512 1 >512
i s CT72A >512 4 > 512
Candida tropicalis CT56 >512 2 512
. ) ATCC6258 | >512 NT > 512
Candida krusei CKO2 > 512 NT >
Candida glabrata CG40039 >512 32 > 512
RL24 > 512 32 > 512
. . RLO1 > 512 - > 512
Candida parapsilosis RL20 >512 1 >512

NT: ndo testado.

(-) ndo houve crescimento fungico.
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Conforme ja havia sido demonstrado por Xing-Cong et al., (2008), os &cidos graxos
podem ndo ser tdo efetivos como os antifingicos sintéticos. Como é observado na Tabela 5, o
fluconazol inibiu o crescimento fungico para todas as espécies, exceto para Candida krusei,
que nao foi testada, pois ela é intrinsecamente resistente ao fluconazol. Nos pocos em que 0
Tween 20 foi utilizado como controle percebe-se que néo houve inibi¢cdo, o CIM foi maior
que 512, entdo o tween ndo esta interferindo no teste.

Além de Candida spp., também realizou-se um screnning com espécies de fungos
filamentosos, Trichophyton mentagrophytes, T. rubrum, Microsporum canis e M. gypseum.
No teste observou-se crescimento de todas as espécies avaliadas na presenca do 6leo na
concentracdo de 256 pg/mL. Os resultados obtidos demonstraram que o 6leo de A. spinescens

também ndo apresenta inibigdo de crescimento de fungos filamentosos.

Assim como na atividade anti-inflamatdria, o 6leo de A. spinescens ndo inibiu o
crescimento dos fungos nas concentragdes testadas. Como o0 &cido ximénico ndo esta presente
no bleo desta planta, h& perspectiva que o seja o responsavel pela atividade antifingica, pois
ja foi comprovado que esse acido atua contra fungos patogénicos (Hettiarachchi et al., 2010) e

esta presente em outras plantas da familia Santalaceae (Okada et al., 2013).
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5. CONCLUSOES

Com o crescente interesse da industria farmacéutica em produzir medicamentos a
partir de matéria prima vegetal aliado aos principios da farmacognosia, desenvolveu-se esse
trabalho com Acanthosyris spinescens, uma planta pertencente a familia Santalaceae. Foi
analisada a composigdo do seu 0leo, assim como a atividade anti-inflamatdria e antiflngica,

atividades ja descritas para outras espécies dessa familia.

A elucidagdo dos componentes do 6leo da semente de Acanthosyris spinescens por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas foi efetiva e foi possivel identificar
alguns dos seus compostos, a proporcdo de cada um e a presenca de &cidos graxos nao usuais
com ligacdes triplas. Foram identificados dois acidos graxos acetilénicos com ligacdes triplas,
sendo um deles o acido pirulico, ja descrito em outros estudos e um dos componentes

majoritarios do 6leo da semente.

Com relacdo a atividade antiquimiotaxica, a concentracdo que apresentou melhor
resultado (35,34%) foi a de 0,01 pg/mL, que é considerado um resultado baixo, entdo ndo €

viavel para o desenvolvimento de uma forma farmacéutica.

Para a atividade antifingica o 6leo ndo foi efetivo, porque néo inibiu o crescimento de
nenhum dos fungos testados em nenhuma concentracdo. Pode-se atribuir os resultados
encontrados em outros estudos para essas atividades a outros componentes do Oleo das

sementes de espécies da familia Santalaceae, que ndo estejam presentes em A. spinescens.

Para as atividades testadas, o 6leo de A. spinescens ndo apresentou resultado positivo.
Ainda assim, tendo em vista que seu componente majoritario é o acido oleico, que apresenta

poder cicatrizante, 0 mesmo poderia ser investigado visando a obtencdo de uma formulacéo
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de uso tdpico, no futuro, como uma nanoemulsdo, em que o principio ativo seria o0 proprio

nucleo oleoso.
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