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RESUMO

As plantas s&do uma grande fonte de estudo para obtenc¢do de novas substancias com
atividades biologicas. Nesse contexto, mediante aos efeitos nocivos que o uso dos
anti-inflamatérios trazem, surge a necessidade do estudo de novas substancias
alternativas. Em estudos recentes do nosso grupo de pesquisa, avaliaram-se 47
especies diferentes da familia Fabaceae quanto ao seu potencial anti-inflamatério,
dentre essas a Acacia polyphylla apresentou resultados significativos de atividade
anti-inflamatdria no ensaio ex vivo e também na inibicdo de edema de orelha in vivo.
Portanto, nesse trabalho pretendeu-se realizar o estudo fitoquimico da espécie A.
polyphylla, contribuindo para identificacdo de novos compostos responsaveis pela
atividade anti-inflamatéria. Para isso, utilizando-se de técnicas cromatograficas
tradicionais obtiveram-se diversas fragdes da A. polyphylla, que foram avaliadas em
um ensaio anti-inflamatério ex vivo, utilizando sangue humano. Entre as fracdes
testadas, observou-se que a fragcdo BH obteve o melhor percentual de inibicdo de
PGE2 (74,8%), se comparada aos farmacos de referéncia dexametasona e
indometacina (90,5 e 98,4 %, respectivamente), demonstrando um bom potencial da
atividade anti-inflamatdria. A prostaglandina E2 (PGE2) € um dos principais mediadores
da inflamacgao produzidos pelas vias das enzimas COX-1 e COX-2, que aumenta sob
os estimulos inflamatérios, que incluem os processos infecciosos por bactéria, virus,
fungos e parasitas, necrose tecidual, corpos estranhos, reagdes imunoldgicas entre
outros. Ademais, parte do extrato bruto da A. polyphylla foi analisado por HPLC,
permitindo o isolamento de dois compostos, identificados como astragalina e um
composto inédito. Outros trés compostos foram isolados em bancada e confirmados
por HPLC. Também foi investigada a atividade anti-inflamatéria dos compostos
isolados, onde a astragalina apresentou uma atividade significativa de inibicdo de
PGE:2 (48.3%). Por meio desse estudo foi possivel contribuir com o estudo fitoquimico
da A. polyphylla, identificando dois compostos, entre eles um composto inédito e a
astragalina, que pela primeira vez foi relatada nessa espécie, além de confirmar seu

potencial anti-inflamatério através do ensaio ex vivo.

Palavras-chave: Fabaceae; Inibicdo de PGE2; Ensaio ex vivo; Flavonoide; COX-2.



ABSTRACT

Plants are a great source of study for obtaining new substances with biological
activities. In this context, due harmful adverse effects of current anti-inflammatory
drugs, there is a need to identify new alternative substances. In recent studies by our
research group, 47 different species of the Fabaceae family were evaluated for their
anti-inflammatory potential, among which Acacia polyphylla showed significant results
of anti-inflammatory activity in the ex vivo assay and also in the inhibition of edema of
the ear in vivo. As a result, this work was intended to carry out a phytochemical study
of the species A. polyphylla, contributing to the identification of new compounds
responsible for the anti-inflammatory activity. For this, using traditional
chromatographic techniques, several fractions of the A. polyphylla were obtained,
which were evaluated in an ex vivo anti-inflammatory assay, using human blood.
Among the sample tested, it was observed that the BH fraction had the best percentage
of PGEz inhibition (74.8%) when compared to the reference drugs dexamethasone and
indomethacin (90.5 and 98.4%, respectively), demonstrating an significant potential for
anti-inflammatory activity. The prostaglandin E2 (PGE-2) is one of the main mediators of
inflammation produced by the COX-1 and COX-2 enzyme pathways, which increases
under inflammatory stimuli, which include infectious processes by bacteria, viruses,
fungi and parasites, tissue necrosis, foreign bodies, reactions immunology, among
others. Furthermore, part of the crude extract of A. polyphylla was analyzed by HPLC,
allowing the isolation of two compounds, identified as astragalin and an unpublished
compound. Another three compounds were isolated on the bench and confirmed by
HPLC. In addition, the anti-inflammatory activity of the isolated compounds was
investigated, where astragalin showed a significant PGE:2 inhibition activity (48.3%).
Through this study, it was possible to contribute to the phytochemical of A. polyphylla,
identifying two compounds, including an unpublished compound and astragalin,
reported for the first time in this specie, in addition to being able to confirming its anti-

inflammatory potential through the ex vivo assay.

Keywords: Fabaceae; PGE: inhibition; Ex vivo assay; Flavonoid; COX-2.



Figura 1 —
Figura 2 —
Figura 3 —
Figura 4 —
Figura 5 —
Figura 6 —

Figura 7 —
Figura 8 —
Figura 9 —

Figura 10 —

Figura 11 —
Figura 12 —

Figura 13 —
Figura 14 —
Figura 15 —

Figura 16 —

Figura 17 —

Figura 18 —
Figura 19 —
Figura 20 —
Figura 21 —
Figura 22 —

LISTA DE FIGURAS

Representagao estrutural de diversas classes quimicas ................
Classificagao de flavonoides por subclasse .............ccccceeeevieeeenennnn,
Estrutura basica das chalconas ...
Estruturas moleculares dos flavonoides isolados do género
Acacia. (A — Catequina; B — Quercetina; C — Isoliquiritigenina; D —
Miricetina-3-O-a-L-ramnosideo; E — Rutin@) ..........cccccoevvieiiiiinnnnnne.
Representagao estrutural do ISOpPreno ..........ccoeeeeeeiiiiiiieicieiiin,
Triterpenos lupano com atividade anti-inflamatéria .........................
Estruturas moleculares do Lupeol (a esquerda) e do linoleato de
lupeol (A dir€ita) ......ccoeeieeeeeeieee e
Estruturas moleculares dos triterpenoides isolados da A. mellifera.
(A — Betulina, B — Lupenona, C — 3-(E)-trans-cumaroil betulina) .....
Estruturas do acido galico (A) e do acido cumarico (B) .........ccceee........
Outros compostos isolados do género Acacia. (A — saponina
espirostano; B — y-glutamilasparagina; C — Triptamina; D — N-
Metiltriptaming) ...
Estrutura do esterdide 3B-acetoxi-17B-hidroxi-androst-5-eno ........
Acacia polyphylla, popularmente conhecida como monjoleiro .........
Ocorréncia natural da Acacia polyphylla no
Brasil ..o
Substéncias identificadas da A. pollyphylla. (A — luteolina, B —
isovitexina, C — N-NONACOSAN0) ......ccceeeeeeeeeiiiieeeeeeeee e
Esquema de produgao e metabolismo do acido araquiddnico pelas
principais vias (COX € LOX) ....ooiiiiiiiiieeeeeeeeeeee e
Esquema metodolégico geral do ensaio ex vivo ...........cccccceuuuneeen.
CCD das fragcdes C e D em hexano:acetona 6:4 (V/V) .......ccceeeeee..
CCD da fragdo H em hexano/acetona (1:1) .....ccccceveeeiiiiiiieeeeennnnee.
Esquema de uma separacao por exclusao por tamanho ...............
CCD das fragbes CH a KH em hexano/acetato (1:1) a 365 nm .....

25

26

27

28

29

30

30

31

32

33

34



Figura 23 —

Figura 24 —
Figura 25 —
Figura 26 —
Figura 27 —

Figura 28 —
Figura 29 —

Figura 30 —
Figura 31 —
Figura 32 —

Figura 33 —

Figura 34 —
Figura 35 —
Figura 36 —
Figura 37 —

Perfil Cromatografico da fragdo DEP no comprimento de onda

254 NIM e 52
Cromatograma da Fragao FH ... 52
Cromatograma da Fragdo GH ..........cccoviiiiiiiiiiiii e 53
CCD da fragao | em acetona/etanol 1:1 (viv)a365nm .................... 54

Esquema geral do fracionamento e isolamento do extrato A.

POIYPAVIIA ... 55
Estrutura sugerida para P1 ... 56
Espectro de RMN de 'H (MeOD, 300 MHz) obtido para a

astragaling .......ooooiii i 57
Correlagbes HMBC (—) observadas para astragalina ................... 60
Estrutura sugerida para 0 composto 2 .........ccccceeviiieiiiiiiiiiieeeeeeeis 61
Espectro de RMN de '"H (MeOD, 300 MHz) obtido para o composto

P e e e e 62
Espectro de RMN **C (DMSO, 75 MHz) obtido para o composto

P e e e e e e e e s 62
Espectro de HSQC em DMSO ampliado do composto P2 ................... 63
Correlagées HMBC (—) observadas para o composto 2 ............... 65
Avaliacéo da inibigdo de PGE2 nas fragdes da A. polyphylla ......... 66
Percentual de inibicdo de PGE2dos compostos isolados .............. 68



Tabela 1 —
Tabela 2 —
Tabela 3 —
Tabela 4 —

Tabela 5 —
Tabela 6 —
Tabela 7 —
Tabela 8 —

LISTA DE TABELAS

Principais flavonoides estudados por classes .........ccccevveeeeeeennnnee. 24
Classes de terpenoides .......cccoeeeeeeeeeiieiieeeeeee e 26
Escala de eluigao utilizada no fracionamento 1 (CC) ....................... 43

Escala de eluigao utilizada no fracionamento das fragcées BH-CH-

DH e 44
Escala de elui¢do utilizada no fracionamento 4 (C18) ..................... 45
Dados de RMN para a astragalina (P1) .........ooovvmimiiiicieeeeieeeeee. 58
Correlagbes HMBC e HSQC para astragalinaem MeOD ................ 59

Dados de RMN para o composto 2 em DMSO (300 MHz para 'H e
TOMHZ PAra PC) ..t 63



ACN
Al

AINES
ANOVA
CAP
CC
CCD
CCDP
COSY
COX
EtOH
HMBC

HPLC
HSQC

LT
LTB4
LOX
LPS
MeOH
MRM

MS
NPPA

NOESY
PBS

PGI2
PG
PGE,
QqQ

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Acetonitrila
Anti-inflamatorio

Anti-Inflamatérios Nao Esteroidais

Analise de Variancia

Cloranfenicol

Cromatografia em coluna

Cromatografia em camada delgada
Cromatografia em camada delgada preparativa
Correlation Spectroscopy

Ciclooxigenases

Etanol

Heteronuclear Multiple Bond Coherence
Spectroscopy

Cromatografia liquida de alta performace (do inglés,
High-performance Liquid Chromatography)

Heteronuclear Single Quantum Coherence
Spectroscopy

Leucotrienos
Leucotrieno B4
Lipoxigenase
Lipopolissacarideos
Metanol

Monitoramento de Reagdes Multiplas (do inglés,
Multiple-reaction monitoring)

Espectrometria de Massa

Peptideo natriurético A (do inglés, Natriuretic
peptide A)
Nuclear Overhauser Spectroscopy

Tampao fosfato salino (do inglés, Phosphate
Buffered Saline)

Prostaciclinas
Prostaglandinas
Prostaglandina E»

Triplo Quadrupolo



RMN
SPE

TXA2
UFLC

uv

Ressonéancia Magnética Nuclear

Extracdo em fase solida (do inglés, Solid phase
extraction)

Tromboxano A2

Cromatografia liquida ultra rapida ( do inglés,
Ultrafast liquid chromatography)

Ultravioleta



2.1
2.2
2.21
2.2.2
2.2.3
224
2.3
2.4
2.5

41
4.2

5.1

5.2
5.2.1
5.2.2
5.2.3
5.3
5.4
5.5

6.1

6.1.1

6.1.2
6.1.3

SUMARIO

INTRODUGAO........coereiiirierene s sessesessessssssssssssssssssssssssssnsssassssssens 17
REVISAO BIBLIOGRAFICA.........ccoretrerreeceens s sss s sesssssssssesnsnes 21
FAMILIA FABACEAE ..........co oottt en e 21
GENERO ACACIA. ..ot 21
8 F= 10T Lo o == 22
TerpenOIdes..... ... s s 26
Outros compostos isolados do género Acacia........cccceeeeeeeeeemennnnnnne. 29
Atividade anti-inflamatéria das espécies do género Acacia............. 31
ACACIA POLYPHYLLA DC. ...t 31
DOR E AINFLAMAGCAO .....coooveeeeeeeee et 34
OS ANTI-INFLAMATORIOS ..ot 35
JUSTIFICATIVA. ... e 40
OBUJETIVOS ... ccccsssseeeerrrr e s s s s s s s s ss s s s sssssmnnnss s s s e s e e e e e s mnnnnnnnes 41
OBUETIVO GERAL......cc ettt 41
OBJETIVOS ESPECIFICOS.......oovioeieeeee e 41
METODOLOGIA........ccoooeiieircmseserr s e s s s mannns 42
COLETA DO MATERIAL VEGETAL E PREPARO DO EXTRATO

BRUTO ...t e e e e e e e e e e e e e e e e e e e neees 42
SEPARACAO CROMATOGRAFICA CLASSICA......cooeeeeeeeeeeen, 42
Extrato bruto.........ooeeeeeerrr s 42
[ Vo= Lo N o 43
7= L= [ J 44
SEPARACAO DO EXTRATO BRUTO POR HPLC........cccoeoviveeceene, 45
PERFIL CROMATOGRAFICO DAS FRACOES POR UFLC-UV......... 46
ENSAIO ANTI-INFLAMATORIO EX VIVO DE PRODUCAO DE PGE:... 46
RESULTADOS E DISCUSSOES..........ccccovmtrererernnsssesesesssessssssssssssssssens 49
SEPARACAO CROMATOGRAFICA E AVALIACAO DO PERFIL

CROMATOGRAFICO POR HPLC.......oov oot 49
Extrato bruto.........coeeeeeeiii s 49
= L= Lo T 05 5 49



6.1.4
6.2

6.2.1
6.2.2
6.3

6.3.1
6.3.2

Vo= Lo 54

IDENTIFICACAO DOS COMPOSTOS PORRMN........cocoeeverircveenne. 56
Composto P1 (Acacia P1).....ccccceemmmmmmmmiiiiissssssss s 56
Determinacao estrutural da substancia P2 (Acacia P2)..................... 61
ENSAIO ANTI-INFLAMATORIO EX VIVO DE PRODUCAO DE PGE:... 65
Avaliagao da atividade anti-inflamatéria das fragoes .............cc....... 65

Avaliagao da atividade anti-inflamatéria dos compostos isolados .. 67
CONSIDERAGOES FINAIS........ccoeerirereeeesesessessessesssssssesssssssssssssenns 69
REFERENCIAS.......coooeteeeireesseesesessessssessssesssssssssesssssssssesssnsssssssssnnes 70
APENDICES.........coietrerereeessesessessssessssessssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssaes 80



17

1 INTRODUGCAO

Ao longo dos anos, os produtos naturais vém contribuindo para o
desenvolvimento de medicamentos, sendo que muitos medicamentos
importantes foram obtidos através de fontes naturais, como por exemplo a
morfina (Figura 1), que foi obtida pelo alem&o Friedrich Serturner, enquanto este
trabalhava no isolamento do 6pio (Figura 2) (CALIXTO et al., 2001; DUARTE,
2005).

Figura 1 — Estrutura molecular da morfina.

W, .

H

Fonte: Do autor.

Figura 2 — Opio.

Fonte: CANALTECH. Disponivel em: <https://canaltech.com.br/saude/10-drogas-
mais-antigas-descobertas-e-usadas-pela-humanidade-193201/>. Acesso
25 mar. 2022.
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A quimica de produtos naturais abrange ainda outras fontes naturais como
0S micro-organismos e organismos marinhos, entretanto o reino vegetal é
responsavel pela maior parte da diversidade quimica conhecida e documentada
na literatura (BERLINCK et al., 2017; VIEGAS JR et al., 2006).

A utilizagdo de plantas medicinais na antiguidade era um dos principais
meios de tratamento da populagédo, e esse conhecimento popular gerado no
decorrer dos séculos auxiliou a descoberta de farmacos utilizados hoje na
medicina tradicional, como os salicilatos, que sao da classe de anti-inflamatérios
ndo esteroidais (ARNOUS, et al., 2005). Dessa forma, os produtos naturais
exercem ainda na atualidade um papel muito importante para o desenvolvimento
de novos farmacos (NEWMAN; CRAGG, 2016).

A Fitoquimica, € uma area da quimica, que tem se dedicado a
caracterizagdo estrutural, avaliagdo de propriedades e investigagdes
biossintéticas de substancias naturais produzidas pelo metabolismo secundario
de organismos vivos, sendo que a fitoquimica é responsavel por estudar cada
grupo da planta, desde a estrutura quimica molecular até as propriedades
bioldgicas dos vegetais (BRAZ FILHO, 2010; FINENCIO; MININEL, 2019).
Sendo assim, devido a grande diversidade da flora brasileira, a fitoquimica, tem
permitido a progressao da bioprospecgao aliado ao estudo de Produtos Naturais
(SANTOS, 2013).

A metabolémica é uma subarea da Quimica de Produtos Naturais que
permite o estudo sistematico de todos os metabdlitos produzidos por um
organismo vivo. Na Fitoquimica, o estudo metabolédmico de extratos e fragcbes
permite a caracterizacdo de diversos tipos de compostos de diferentes classes,
como flavonoides(1), lactonas (2 — 4), terpenos (5 — 8), dentre outros (Figura 3)
(SUMNER, MENDES, DIXON, 2003). Para tal, é necessario o emprego de
técnicas robustas e extremamente sensiveis, uma vez que, o objetivo é
identificar aqueles compostos mesmo presentes em concentracdes mais baixas
na amostra de estudo, diferentemente das técnicas fitoquimicas tradicionais, que
visam isolar/caracterizar somente os compostos majoritarios de uma matriz.
Assim, as abordagens metaboldmicas sado realizadas com o emprego de
técnicas como ressonancia magnética nuclear (RMN), espectrometria de
massas (MS) e técnicas hifenadas como a cromatografia acoplada a detectores

no ultravioleta ou MS, capazes de demonstrar a diversidade quimica das plantas
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e que permitem o isolamento e obtencdo de compostos para posterior estudo de
atividade farmacolégica, de diversos tipos de doencgas e afecgdes, como a
inflamacéao (SAFER, 2011).

Figura 3 — Representacao estrutural de diversas classes quimicas.
O
0 @]
o oL
0 0]
o] p
(O]

> Y
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1 2 3 4
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I Ul e e
5 6

OH

7 8

Fonte: Do autor.

Legenda: (1) Estrutura basica dos flavonoides; (2) y-lactona; (3) - lactona; (4) w-lactona;
(5) Terpinoleno (monoterpeno); (6) Geraniol (monoterpeno); (7) Eremantina
(sesquiterpenos); (8) Ferruginol (diterpenos).

A inflamacdo pode ser caracterizada por um conjunto de alteragbes
teciduais e vasculares, em um organismo, em resposta a uma injuria causada ao
mesmo. Muitas vezes, o proprio organismo libera diversos tipos de substancias
a fim de se amenizar os disturbios causados, porém muitas das vezes,
dependendo do trauma, nao ha condigbes do prdprio organismo controlar essas
reacoes inflamatérias, sendo necessario o0 uso de medicamentos anti-
inflamatérios (MALINOVISKY, 1998).

Os anti-inflamatorios sao os terapicos mais utilizados em todo o mundo,
porém possuem algum tipo de limitagdo quanto a eficacia, poténcia e/ou efeitos

colaterais (PARENTE, 2001). Neste sentido, faz-se necessario a busca por
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novos compostos com potencial anti-inflamatério de baixo custo e menores
efeitos adversos e que venham a suprir a ineficiéncia daqueles ja existentes no
mercado. Portanto, este trabalho, visa contribuir nesses ambitos, utilizando-se
de recursos naturais, como a flora da mata atlantica mineira, de forma
discriminada e consciente, permitindo uma melhor compreensao de espécies
vegetais pouco estudadas ou ainda, sem qualquer estudo quimico.

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo estudar espécies
da familia Fabaceae, compreendida como a terceira maior familia de espécies
vegetais dentre as Angiospermas em todo o mundo, sendo a familia de maior
numero de espécies no Brasil (ANDRADE, MIOTTO, SANTOS, 2009). Muitas
destas espécies sao citadas na literatura, com diversos potenciais
farmacoldgicos, inclusive anti-inflamatorio. Portanto, foi selecionada dentre a
familia Fabaceae espécie denominada Acacia polyphylla, estudada
recentemente por nosso grupo de pesquisa (ROSA et al., 2021), onde seu extrato
apresentou bons resultados na inibicdo da produg¢ao da PGE2, que aumenta sob
os estimulos inflamatorios sejam eles de natureza quimica, fisica ou biologica.
Assim, esse trabalho visou ampliar os conhecimentos e perfil fitoquimico dessa
espécie vegetal, bem como sua atividade anti-inflamatoria, para que se possam
relacionar a presenga de compostos com tal potencial biolégico, visando a

descoberta de novos terapicos anti-inflamatorios.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 FAMILIA FABACEAE

A familia Fabaceae ou Leguminosae, como também é conhecida, inclui
leguminosas que sao, por definigdo, graos contidos em vagens, como o feijao ou
ervilhas, que tem uma grande importancia na alimentagao (MOTTA et al., 2016).
A Leguminosae, € a terceira maior familia no mundo, entre as familias de plantas
com flores, sendo 19.400 espécies e cerca de 730 géneros. O maior género € o
Astragalus, com cerca de 2.400 espécies (AHMAD et al., 2016).

A familia das leguminosas sado ainda divididas em 3 subfamilias, a
Papilionodae, com cerca de 470 géneros e 14.000 espécies, Caesalpinioideae,
com cerca de 170 géneros e 2.000 espécies e a Mimosoideae, com cerca de 80
géneros e 3.200 espécies. A Leguminosae, € conhecida por se desenvolver em
diversos climas, incluindo arido, alpino, temperado, tropicais e subtropicais, mas
as maiores diversidades sdo encontradas na regiao tropical e subtropical (Bl, et
al. 2018). No territorio brasileiro, existem cerca de 2.100 espécies e 188 géneros,
sendo que é considerada uma das maiores familias no Brasil (ANDRADE,
MIOTTO, SANTOS, 2009).

As caracteristicas dessa familia sao extremamente diversas, que véao
desde o uso na alimentagcdo humana, como também a utilizacdo como adubos
verdes e forragens, além de serem usadas para sintetizar uma grande variedade
de produtos naturais que incluem, sabores, venenos, corantes, além do potencial
medicinal que essa familia apresenta (AHMAD et al., 2016).

E importante destacar a diversidade de metabdlitos secundarios dessa
familia. Entre os principais metabolitos secundarios, estdo os alcaloides, NPPA,
cianogénicos, peptideos, fendlicos, policetideos e terpenoides. Outro aspecto
consideravel, € a capacidade que as leguminosas tém em fixar nitrogénio
atmosférico (principalmente Papilionodae e Mimosoideae), assim, elas podem

produzir metabdlitos secundarios contendo nitrogénio (WINK, 2013).

2.2 GENERO Acacia

O género Acacia foi descrito pela primeira vez por Phillip Miller em 1754.

Atualmente, Acacia, é considerada um género cosmopolita, pertencente a


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/polyketide
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subfamilia Mimosoideae, e contém mais de 1.350 espécies. A classificagéo atual
compreende o género em trés grandes subgéneros, que sao Acacia, Aculeiferum
Vassal e Phyllodineae, sendo o ultimo o maior subgénero, porém, em sua grande
parte confinada a Australia. (MASLIN, et al., 2003). Esse género é encontrado
nas regides tropicais da América, Asia, Africa e Australia, onde é encontrada em
sua maior diversidade (CIALDELLA, 1984).

Diferentes partes das espécies desse género sdo usadas
tradicionalmente para diarreia, diabetes, disturbios gastrointestinais, doengas de
pele e doengas inflamatorias. Além disso, os estudos fitoquimicos do género
levaram ao isolamento de 152 constituintes quimicos, entre esses estdo os
flavonoides, acidos fendlicos, terpenoides, fitoesterdis, hidrocarbonetos etc.
(AMOUSSA et al., 2020).

2.2.1 Flavonoides

Os flavonoides consistem em um dos grupos de compostos fendlicos mais
importantes e diversificados entre os produtos naturais (SIMOES et al., 2007,
apud SANTOS et al., 2017). Sao considerados metabdlitos secundarios muito
abundantes em plantas, frutas e sementes, sendo responsaveis pelas
caracteristicas de cor, fragrancia e sabor (DIAS, et al., 2021). Eles vém se
destacando desde a década de 80, por suas propriedades farmacoldgicas
(GEORGIEV et al., 2014, apud RODRIGUES DA SILVA, et al., 2015). Entre as
atividades conhecidas associadas aos flavonoides estdo a atividade antiviral,
antioxidante, antimicrobiana, antitumoral e anti-inflamatéria. (RODRIGUES DA
SILVA, et al., 2015).

A estrutura basica de um flavonoide contém um nucleo flavano,
constituido de quinze atomos de carbonos arranjados em trés anéis (C6 — C3 —
C6) sendo dois anéis aromaticos (geralmente designado como A e B) ligados por
uma cadeia de trés carbonos que combina-se com um atomo de oxigénio para
formar o anel C. Com base na estrutura dos flavonoides, eles podem ser
classificados em seis classes principais, sendo estas, flavanona (1), flavona (2),
flavonol (3), antocianinas (4), isoflavonas (5), flavan-3-ols (6), (Figura 4) (DIAS,
etal., 2021).
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Figura 4 — Classificagdo de flavonoides por subclasse.

(1) Flavanona (2) Flavona

(5) Isoflavona (6) Flavan-3-ols

Fonte: Do autor.

Na tabela abaixo, observam-se as substituicdes dos flavonoides das
principais classes ja estudadas (BIRT et al., 2001; PANCHE et al., 2016).




Tabela 1 — Principais flavonoides estudados por classe.
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Substituicoes

Classes Flavonoides
5 6 7 8 3 4 5
Eriodictiol OH H OH H OH OH H
Flavanona (1) Hesperetina OH H OH H OH OMe H
Naringenina OH H OH H H OH H
Apigenina OH H OH H H OH H
Flavona (2) Crisina OH H OH H H H H
Luteolina OH H OH H OH OH H
Kaempferol OH H OH H H OH H
Flavonol (3) Miricetina OH H OH H OH OH OH
Quercetina OH H OH H OH OH H
Cianidina OH H OH H OH OH H
Antocianinas Malvidina OH H OH H OMe OH OMe
(4) Pelargoniina OH H OH H H OH H
Peonidina OH H OH H OMe OH H
Daidzeina H H OH H H OH H
Genisteina OH H OH H H OH H
Isoflavona (5)
Gliciteina H OMe OH H H OH H
Formononetina H H OH H H OMe H
Flavan-3-ols (+)- Catequina  OH H OH H OH OH H
(6) Galocatequina OH H OH H OH OH OH

Fonte: Do Autor

Os flavonoides constituem a maioria dos metabdlitos secundarios do

género Acacia, entre eles estao as flavonas, os derivados de chalconas (Figura
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5) que constituem uma classe de flavonoides de cadeia aberta (FERREIRA et al.,
2018), flavan-3-ols e flavan-3,4-diols. Entre os flavonoides mais comuns
encontrados na Acacia, estdo a catequina, quercetina, isoliquiritigenina,
miricetina-3-O-a-L-ramnosideo e rutina (Figura 6) (AMOUSSA et al., 2020).

Figura 5 — Estrutura basica das chalconas.

Fonte: Do Autor.

Figura 6 — Estruturas moleculares dos flavonoides isolados do género
Acacia. (A — Catequina; B — Isoliquiritigenina; C — Quercetina;

D — Miricetina-3-O-a-L-ramnosideo; E — Rutina).

OH

B)
A) OH HO OH
N
OH 0
OH
R,
Rs
R4 R R3s Ru
Ho o c H OH OH H
Ra D Rha OH OH OH
E Glu-Rha OH OH H
OR,
OH (o]

Fonte: Do Autor.
Legenda: Rha = ramnose; Glu-Rha = Glicose-ramnose.
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2.2.2 Terpenoides

Os terpenos sao substancias construidas a partir do isopreno (Figura 7),
podendo ser chamados de isoprendides (GRASSMANN, 2005). A classificacéo
de terpenos é de acordo com o numero de moléculas estruturais dos isoprenos
em mono-, sesqui-, di-, tri-, tetra- e politerpenos (Tabela 2) (DZUBAK et al., 2006).
Eles sdo uma das classes mais abundantes de metabdlitos secundarios
produzidos pelas plantas (MIRANDA, et al., 2022).

Figura 7 — Representagao estrutural do Isopreno.

X

Fonte: Do Autor.

Tabela 2 — Classes de terpenoides

Numero de
Numero de atomos de
Terpenoide subunidades de
Carbono ]
isopreno
Monoterpeno 10 2
Sesquiterpeno 15 3
Diterpeno 20 4
Triterpeno 30 6
Tetraterpeno 40 8
Politerpeno >40 >8

Fonte: GRASSMANN, 2005, (tradugdo nossa).

A principal classe isolada do género Acacia sao os triterpendides.
(AMOUSSA et al., 2020). Esses possuem uma gama de efeitos bioldgicos unicos,
sendo os mais importantes os triterpendides do tipo oleananos, ursanos,
lupanos, damaranos (DZUBAK et al., 2006). Para triterpendides, ja foram
relatadas atividade anti-inflamatéria, anti-adipogénica, antinociceptiva,

antimicrobiana e anticancer (SILVA, et al., 2020).
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Triterpernos do tipo lupano (Figura 8), isolados de outras espécies,
demonstraram um 6timo potencial anti-inflamatoério, no ensaio de inflamacéao da
orelha induzida por camundongos, sendo que em comparagao ao controle
positivo, indometacina, apresentaram um melhor resultado de inibicdo. E
importante também, destacarmos a atividade anti-inflamatoéria do lupeol (Figura
9%), que teve um efeito significativo na redugcéo da espessura da inflamagao da
pata induzida por ratos em 39%, enquanto o linoleato de lupeol (Figura 9b),
obtido através do processo de esterificagao do lupeol, inibiu em 58%. (MIRANDA,
et al., 2022).

Figura 8 — Triterpenos lupano com atividade anti-inflamatoria.

By

Fonte: Do Autor
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Figura 9 — Estruturas moleculares do Lupeol (a esquerda) e do linoleato

de lupeol (a direita).

A) /// B)

Fonte: Do Autor.

O Lupeol (Figura 9a) também ja foi relatado em espécies do género
Acacia, como por exemplo a A. mellifera. Outros triterpendides isolados dessa

mesma espéecie estao representados na figura abaixo (MUTAI et al., 2009).
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Figura 10 — Estruturas moleculares dos triterpenoides isolados da A.
mellifera (A — Betulina, B —Lupenona, C — 3-(E)-trans-

cumaroil betulina).

\\L
\\\\
>

OH

Fonte: Do Autor.

O potencial anti-inflamatério € uma das atividades biolégicas mais
relatadas para triterpenos naturais, que atuam inibindo a produgao de alguns
mediadores da inflamacao, como por exemplo, a supressado da enzima COX-2
impedindo a conversao do acido araquiddnico em prostaglandinas (MIRANDA,
et al., 2022).

2.2.3 Outros compostos isolados do género Acacia
Nos ultimos anos muitos derivados fendlicos, principalmente derivados do

acido galicoe acido cumarico (Figura 11) foram relatados do género Acacia, que

foram predominantemente isolados da A. nilotica e A. arabica. Outras classes
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de compostos também foram relatadas, como as saponinas (saponina
espirostano), alcaloides (N-metiltriptamina, Triptamina), e peptideos (y-
glutamilasparagina) (Figura 12) (AMOUSSA et al., 2020).

Figura 11 — Estruturas do acido galico (A) e do acido cumarico (B).

A) OH B) °
HO
X OH
OH
0
HO
OH

Fonte: Do Autor.

Figura 12 — Outros compostos isolados do género Acacia. (A — saponina
espirostano; B — y-glutamilasparagina; C — Triptamina; D — N-
metiltriptamina).
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Fonte: Do Autor.
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2.2.4 Atividade anti-inflamatéria das espécies do género Acacia

Algumas espécies do género Acacia apresentaram propriedades anti-
inflamatorias. Entre as quais podemos citar, a Acacia nilotica (L.), que
demonstrou atividade tanto nos extratos avaliados, como também na substancia
isolada (Figura 13) com percentual de inibigdo de 82,43% (dosagem 2.0 mg/ear).
(CHAUBAL, et al., 2003).

Figura 13 — Estrutura do esterdide 33-acetoxi-173-hidroxi-androst-5-eno.

e OH

Me O

Fonte: CHAUBAL, et al., 2003.

Os extratos das espécies A. farnesiana, A. tortilis e A. longifolia também
demonstraram potencial anti-inflamatorio, inibindo as enzimas COX-1 e COX-2,
a analise por LC-MS revelou apresenca de rutina e catequina nas trés espécies
além de outros compostos fendlicos que podem estar relacionados a atividade
(GABR, et al., 2018).

Ademais, os fitoterapicos vém sendo amplamente utilizados na medicina
tradicional para tratar diversas condigdes inflamatorias (MALDINI, et al., 2009) e
nesse contexto as espécies do género Acacia podem ser uma rica fonte para

busca de novos medicamentos anti-inflamataérios.
2.3 Acacia polyphylla DC.
Acacia polyphylla ou monjoleiro (Figura 14), como €& popularmente

conhecida, € uma espécie arborea de porte médio. Sua folhagem é composta e

bipinadas e a maturagédo de seus frutos ocorre de agosto a setembro. (NETO,
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2001). As flores da Acacia polyphylla (sinonimia de Senegalia polyphylla), sédo
de coloragdo branca e ocorre no periodo de dezembro a abril. (INSTITUTO
BRASILEIRO DE FLORESTAS, 2020 apud VALERIANO, 2021). Sua madeira é
comumente usada para marcenaria, torno e obras internas e a casca para
curticdo de couro (LORENZI, 1992 apud NETO et al., 2002).

O nome “Acacia” vem do grego “akakia” ou “achachia”, e é dado devido
aos espinhos no caule e ramos; ja o nome especifico “polyphylla” vem do grego
“polys” (muito) e “phyllon”(folha), devido as muitas folhas (BURKART, 1979 apud
CARVALHO, 2008).

De acordo com o sistema de classificagdo do “The Angiosperm Phylogeny
Group” (APG), a Acacia polyphylla pertence a divisdao Angiospermae, Clado:
Eurosideas |, Ordem: Fabales. (CARVALHO, 2008).

Figura 14 — Acacia polyphylla, popularmente conhecida como monjoleiro.

b S . e £y

7
£

Fonte: GREEN NATION. Nossas arvores: Monjoleiro. Disponivel
em: <https://greennation.com.br/mapa/>. Acesso em 25 jan.
2022.

A espécie pode ocorrer naturalmente em diversos solos, porém os solos

do tipo encharcados néo sao ideais para seu crescimento. A A. Polyphylla ocorre
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de forma natural na Argentina, Bolivia, Coldbmbia, Paraguai e no Peru. No Brasil,
ela pode ser encontrada naturalmente no Acre, Amazonas, Bahia, Distrito
Federal, Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Para, Parana,
Rio de Janeiro, Rondbnia, Roraima, S&o Paulo e Sergipe (Figura 15)
(CARVALHO, 2008).

Figura 15 — Ocorréncia natural da Acacia polyphylla no Brasil.

70 B0 50 40

Fonte: CARVALHO, 2008.

Na medicina popular, a resina do monjoleiro € usada no combate a tosse.
(RONCHI et al., 2016). Na casca da espécie foram encontrados a presenca de
saponinas, taninos, antraderivados, esterdides e ftriterpendides e tracos de
glicosideos; e no lenho, foram encontrados cumarina, antraderivados, esteroides
e triterpendides, e tragos de glicosideos. (SAKITA, et al., 1990).

Em um estudo fitoquimico recente (CESARINO, 2019), foi demonstrado
um grande potencial de atividade antioxidante, que podem vir a atuar em
doencgas relacionadas ao estresse oxidativo. Nesse estudo, as classes de
metabdlitos de maior significancia foram esteroides, triterpenos, saponinas,
taninos e flavonoides.

A luteolina, isovitexina, n-nonacosano (Figura 16), foram isoladas e
identificadas da A. pollyphylla, além de misturas de flavondides e isoprendides
(entre essas foram identificados a quercetina-3-O-B-D-galactopiranosideo,

quercetina-3-O-pB-D-glicopiranosideo,  vitexina-2”-O-ramnosideo, [B-amirina,
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lupeol, estigmast-22-en-33-ol, espinasterol, sitostanol 3-sitosterol). (CESARINO
et al., 2020).

Figura 16 — Substancias identificadas da A. pollyphylla (A — luteolina, B —

isovitexina, C — n-nonacosano).

Fonte: Do autor.

2.4 A DOR E A INFLAMAGAO

A dor, que nas antigas sociedades era considerada como invasao do
corpo por maus espiritos, foi conceituada em 1986, pela Associacao
Internacional para o Estudo da Dor, comosendo “uma experiéncia sensorial e
emocional desagradavel, que esta associada a lesdes reais ou potenciais”
(HELLEBREKERS, 2002). A compreensao dos mecanismos fisiolégicos da dor
permite afirmar que os analgésicos podem atuar inibindo os impulsos aferentes
no cérebro ou medula espinhal (como os opidides), interrompendo diretamente
a conducgao do impulso (anestésicos locais); ou prevenindo a sensibilizagao do
nociceptor que acompanha o processo inflamatério (anti-inflamatérios nao-
esteroidais) (MIDON, 2012).

A inflamagao (L. inflammare, pér fogo), € caracterizada por uma série
complexa de alteragdes vasculares que se desenvolvem em resposta a injuria.
ApoOs a ocorréncia da lesao do tecido, que pode ser causada por diversos
fendbmenos, sao liberadas substancias levando a mudancas teciduais, sendo

esse processo denominado de inflamacgao. Dependendo do trauma, ndo ha
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condigbes do proprio organismo controlar a reagéo inflamatoria, a dor e a febre,
sendo que,nessas situagdes ha necessidade do uso de drogas anti-inflamatorias
(MALINOVISKY, 1998).

O processo inflamatorio aponta para quatro sinais caracteristicos da
inflamacao, sendo eles, dor, rubor, edema e calor, que foram definidos por Aulus
Cornelius Celsus (30 a.C. — 36 d.C.), e posteriormente foi acrescentado o quinto
sinal — ao qual nao se sabe ao certo quem o atribuiu — que seria a perda de
funcdo (BECHARA, et al., 2006; ETIENNE, R. et al., 2021). Nesse sentido, se o
organismo apresentar esses sinais é necessario realizar a intervengéo

farmacolégica fazendo o uso de anti-inflamatérios (DA PAZ, A. S. et al., 2020).

2.5 OS ANTI-INFLAMATORIOS

As doencas inflamatdrias s&o, em sua maior parte, tratadas com farmacos
desenvolvidos para controlar as lesdes causadas pela inflamagao, nesse
contexto, os anti-inflamatérios (Al) estdo entre os agentes terapéuticos mais
utilizados no mundo. Entre as classes principais de anti-inflamatoérios estdo os
anti-inflamatérios nao esteroidais (AINES) e os glicocorticoides, também
conhecidos como anti-inflamatoérios esteroidais (AIES) (FREITAS, et al., 2019).
Entretanto, esses medicamentos trazem algumas limitagdes com relagdo a sua
poténcia, eficacia e efeitos adversos, evidenciando a necessidade de uma busca
por substancias com potencial Al, que eventualmente possam dar origem a
novos farmacos de baixo custo e com efeitos adversos reduzidos, ou mesmo
para auxiliarem no processo de investigagdo de mecanismos de acédo de
substancias (PARENTE, 2001; CALIXTO et al., 2004; FIORUCCI et al., 2001;
HAWKEY, 1999).

O processo inflamatério ocorre em resposta ao estimulo lesivo, trauma ou
infecgcao, essas respostas sdo moduladas pela interacao entre os mediadores da
inflamacédo e células inflamatérias (CALIXTO et al., 2004). Dessa maneira,
quando a membrana celular (Figura 17) — constituida em sua maior parte de
fosfolipidios — é lesionada, a enzima fosfolipase A2, presente nos leucdcitos e
plaquetas, € ativada por citocinas pré-inflamatérias, como a interleucina (IL)-1.
Essa enzima causa a degradacdo de fosfolipidios para produzir acido

araquidénico, um acido graxo essencial metabolizado por diversas enzimas em
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diferentes tecidos (HILARIO et al., 2006). Nesse contexto, as ciclooxigenases
(COX) e as lipooxigenases (LOX) sao fundamentais no processo inflamatdrio,
pois, tratam de enzimas que atuam na regulagao do acido araquidénico, o qual
pode sofrer oxidacdo por essas enzimas, resultando na producdo de
eicosanodides (prostaglandinas, prostaciclinas e tromboxanos) na via COX-
dependente, ou leucotrienos na via LOX-dependente (PARENTE, 2001; GADDI,
CICERO, PEDRO, 2004; GODINHO, 2016). A COX-1 é expressa
constitutivamente em todos tecidos do organismo, enquanto a COX-2 tem sua
expressao aumentada especialmente durante os processos inflamatorios
(ARAUJO et al., 2005).

As prostaglandinas (PG) contribuem para os sintomas da inflamacéao
aguda, tais como aumento da permeabilidade vascular, vasodilatagéo, formagéao
de edema, producdo de dor e febre. Ja os leucotrienos (LC) causam danos
gastrointestinais por estimular a infiltracdo de neutréfilos, que contribuem para a
ulceragao por oclusdo de micro vasos, reducao do fluxo sanguineo e liberagao
de radicais livres e proteases que causam a necrose dos tecidos. Além disso,
devido a estimulagdo do recrutamento de leucdcitos pelos LC, estes precipitam
crise de asma e conversao da inflamagao aguda para cronica (PARENTE, 2001;
GADDI, CICERO, PEDRO, 2004; FERREIRA, 1974). A principal PG e LC pro-

inflamatdrios séo, respectivamente, a PGE2 e o LTBa.
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Figura 17 — Esquema de produgao e metabolismo do acido araquidénico

pelas principais vias (COX e LOX).
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Fonte: Do autor.

Os primeiros AINES foram considerados ndo especificos, ja que inibiam
ambas isoformas da ciclooxigenase, apesar da eficiéncia comprovada quanto ao
efeito anti-inflamatério, seu uso continuo gera efeitos gastrointestinais adversos
(ARAUJO et al., 2005). Atualmente, os anti-inflamatérios ndo esteroidais, séo
capazes de inibir a via COX, entretanto, n&o inibem a via LOX (Figura 17). Assim,
ha um desvio da via de metabolizagdo do acido araquiddnico e ele passa a ser
metabolizado apenas pela LOX, resultando em um aumento da formagao de LC,
sendo estes considerados como 0s responsaveis pelos principais efeitos
adversos dos AINEs (PARENTE, 2001; FIORUCCI et al., 2001). Por esse motivo,

a necessidade de procurar agentes que sejam capazes de inibir tanto a COX-2
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como a 5-LOX vem aumentando (SCHNEIDER, BUCAR, 2005; LI et al., 2009).
Tais agentes seriam uteis para o tratamento dos processos inflamatérios agudos
e crénicos como, por exemplo, a artrite reumatoide, psoriase, asma, ulceragao
gastrica e até mesmo para o tratamento e prevencdo de doengas de origem
inflamatdria como, por exemplo, a doenca de Alzheimer, o mal de Parkinson,
diabetes e aterosclerose (SCHMITZ, BACHER, 2005).

Todavia, sabe-se que a inibicdo especifica da COX-2 impede que as
prostaciclinas (PCI2) sejam sintetizadas, dificultando o processo de
vasodilatacdo e a regulagdo do tromboxano (TXA2), que intensifica a
vasoconstricao, induzindo os efeitos tromboticos, favorecendo o aumento dos
riscos de eventos cardiovasculares. Em concluséo, o risco de eventos
tromboembdlicos € aumentado, pois a inibicdo seletiva da COX-2 inclina a
balanca a favor dos tromboxanos, podendo causar trombose vascular,
principalmente em individuos com outros fatores que aumentam esse risco
(MARQUES et al., 2022 apud KUMAR et al. 2018).

Na pratica, ambas classes inibitérias da COX sdo validas, sendo
necessario avaliar cada paciente individualmente. No geral, para casos de dor
aguda em pacientes com historico de complicagdes gastrintestinais, os inibidores
seletivos da COX-2 tornam-se uma excelente escolha, pois o uso dessas drogas
em um curto periodo de tempo, nao representam riscos de complicacdes
cardiovasculares ou gastrintestinais (MENDES et al., 2012).

Adicionalmente, tanto as COX quanto as LOX tém sido descritas como
enzimas superexpressadas em muitos tipos de tumores, sendo que inibidores
simultdneos dessas enzimas sdo candidatos potenciais a substancias com
propriedade anti-cancer ou mesmo como coadjuvantes no tratamento de tumores
(PARENTE, 2001; LI et al., 2009; YAMAMOTO, GAYNOR, 2001).

Existem atualmente no mercado kits capazes de detectar a inibicao
dessas enzimas em ensaios in vitro, que podem ser usados para realizar a
triagem de substancias ativas (WERZ, 2007; CHAGAS-PAULA, 2011). Porém,
eles sao importados e extremamente caros, sendo que, a importacao destes kits
demora de 6 meses a 1 ano o que implica em grande atraso na descobertade
substancias com mecanismo de agao inovador, por pesquisadores brasileiros.
Outro ponto é que um resultado positivo de ensaios in vitro podem nao se

reproduzir em experimentos in vivo. Isso ocorre devido as propriedades
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farmacocinéticas e farmacodinamica das substancias.Experimentos in vivo sao
ideais pois demonstram o real potencial farmacoldgico das substancias em
organismos vivos (WERZ, 2007; VERPOORTE, CHOI, KIM, 2005). A detecgao
de atividade biolégica em ensaios in vivo ocorre inclusive se a substancia for
uma pro-droga, e ndo revela falso potencial farmacolégico caso a substancia
seja de dificil absor¢gao e distribuicdo, ou se for degradada em substéncias
inativas pelo metabolismo de organismos vivos (VERPOORTE, CHOI, KIM,
2005). Entretanto os ensaios in vivo tendem a ser demorados e de alto custo,
além de muitas vezes limitados devido as restricoes éticas (HUNG, 2019).

Dessa maneira, uma alternativa aos ensaios in vivo e in vitro s&o os
modelos ex vivo que mantém a estrutura dos tecidos mais préxima da realidade
dos ensaios in vivo, proporcionando uma avaliagdo mais precisa do objeto de
estudo (MOLEIRO, et al., 2017). Esse modelo permite alémde testar hipdteses
diretamente de um sistema humano, encontrar novos alvos de drogas e testaro
potencial terapéuticos antes de ensaios clinicos, além de ser economicamente
viavel (HUNG, 2019).

Vale ressaltar que produtos naturais e substancias semissintéticas com
grande potencial anti-inflamatério tem sido estudado por nosso grupo de trabalho
(CHAGAS-PAULA et al., 2011; MOREIRA et al., 2014). Algumas substancias
demonstraram potencial para inibicao das vias da COX e LOX em ensaios in vitro
(CHAGAS-PAULA, 2013; CHAGAS-PAULA et al., 2011; CHAGAS-PAULA et al.,
2015), sendo esse mecanismo de acao inovador, ja que nao existe no mercado
nenhum anti-inflamatério com tal mecanismo. Ademais, recentemente uma nova
metodologia para ensaio ex vivo foi desenvolvida e validada por nosso grupo
(ROSA et al., 2021) permitindo a triagem de grandes quantidades de amostras

antes do ensaio in vivo.
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3 JUSTIFICATIVA

A descoberta de substancias que possam dar origem a novos farmacos
com maior eficacia e menores efeitos adversos € de extrema importancia para o
tratamento de diversas patologias inflamatorias. Muitos compostos ja estudados
e confirmados como potenciais no tratamento anti-inflamatério tém apresentado
inumeros efeitos adversos, o que torna necessaria a busca por novos candidatos
com tal atividade bioldgica, cujo potencial seja mais efetivo e apresente menores
efeitos adversos.

Nesse contexto, o estudo de espécies remanescentes da Mata Atlantica
se faz necessario e urgente devido ao processo de extingao que estas espécies
vém sofrendo nos ultimos tempos e a grande diversidade de compostos
encontrada nelas, dessa maneira, o género Acacia, possui uma diversa gama de
atividade bioldgica relatada nos ultimos anos (AMOUSSA et al., 2020), tendo
potencial de ser uma fonte significativa para busca de novas moléculas com
propriedades bioldgicas interessantes.

Em vista disso, nosso grupo de pesquisa tem uma vasta experiéncia nesta
area, e, portanto, pretende-se com este trabalho aprimorar estes estudos
complementando os dados ja obtidos anteriormente (ROSA, 2021) com a
espécie A. polyphylla que apresentou resultados significativos de inibigdo de
PGE: (valores de concentragdo média de PGE2 de 5,57 ng/mL para o extrato
bruto de A. polyphylla, comparadas aos farmacos de referéncia dexametasona
e indometacina, valores de concentragado média de PGE2 de 5,37 ng/mL e 3,86

ng/mL, respectivamente).
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4 OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GERAL

Contribuir para o conhecimento da composicgao fitoquimica da Acacia

polyphylla e de seu potencial anti-inflamatorio.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Isolar e identificar metabdlitos secundarios da A. polyphylla
fazendo uso de técnicas cromatograficas e espectroscoépicas;
b) Avaliagao do potencial da atividade anti-inflamatéria das fragcoes

de extratos e compostos isolados, por meio do ensaio ex vivo.
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5 METODOLOGIA
5.1 COLETA DO MATERIAL VEGETAL E PREPARO DO EXTRATO BRUTO

A coleta do material vegetal a partir das folhas da espécie, foi realizada na
Mata Atlantica da regido de Alfenas-MG, com auxilio de uma equipe de
pesquisadores responsaveis por fazer a identificagdo da espécie. Apods
identificada a espécie, registrou-se a exsicata no herbario da UNIFAL sob o
numero UALF 3050.

O material foi seco em estufa com circulagao de ar, por 72 horas, a 50 °C.
ApOs isso, o material vegetal foi triturado em moinho de facas e armazenado em
sacos de papel, ao abrigo da luz e umidade. Para obtenc&o dos extratos brutos
utilizou-se uma mistura de etanol:agua (3:1, V/V) e 0,1% de acido acético glacial,
na proporgdo solvente:massa 1:50 de material vegetal (m/V, em g/mL).
Posteriormente, o material foi conservado com a solugdo de extracdo, sob
agitacao, por 24 h, a 25 °C em incubadora Shaker SL222 a 125 rpm, sob
auséncia de luz (CHAGAS-PAULA et al., 2015). Apos esse periodo, o material
foi separado por filtragdo a vacuo. Em sequéncia o solvente foi evaporado por
meio de um rotaevaporador (40° C), e ao final, para eliminagdo completa da agua,

submeteu-se o extrato ao processo de liofilizacao.

52 SEPARACAO CROMATOGRAFICA CLASSICA
5.2.1 Extrato bruto

Um esquema geral do fracionamento da espécie Acacia polyphylla é
encontrado na figura 25 da segéo 6.1.

Utilizando-se aproximadamente 4 gramas do extrato bruto, da Acacia
polyphylla em estoque, submeteu-se a técnica de cromatografia em coluna (CC),
onde utilizou-se uma coluna de silica comum com aproximadamente 5 cm de
didmetro e 26 cm de altura. Os eluentes estdo indicados na tabela 3. Ao total

foram obtidos 254 frascos com cerca de 30 mL cada.
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Tabela 3 - Escala de elui¢do utilizada no fracionamento 1 (CC).

Solvente utilizado Propor¢cao Vol. do solvente Fracoes

(viv) (L) coletadas
Hexano 100% 1 1-30
Hexano/Acetato de Etila 95:5 0,30 31 -41
Hexano/Acetato de Etila 90:10 0,2 42 - 49
Hexano/Acetato de Etila 80:20 0,4 50 — 64
Hexano/Acetato de Etila 50:50 0,4 65-79
Acetato de Etila/Hexano 70:30 0,5 80 - 97
Acetato de Etila/Hexano 80:20 0,4 98 — 112
Acetato de Etila/Hexano 90:10 0,4 113 - 127
Acetato de Etila 100% 0,6 128 — 148
Acetato de Etila/Metanol 90:10 0,2 149 — 159
Acetato de Etila/Metanol 70:30 0,2 160 — 174
Metanol/Acetato de Etila 70:30 0,5 175 -192
Metanol/Acetato de Etila 80:20 0,2 193 - 199
Metanol 100% 1 200 — 254

Fonte: Do Autor.

Posteriormente, as amostras foram secas na capela e em seguida,
realizou-se a cromatografia em camada delgada (CCD), para acompanhar o
fracionamento, verificando quais fragdes poderiam ser agrupadas conforme o

seu perfil cromatografico.

5.2.2 FracaoH

Apods o fracionamento 1 e avaliagado do perfil cromatografico, a fracao H
foi submetida a uma coluna de didmetro interno de 2,5 cm e 2,0 m de altura,
empacotada com (1,8 metros) do polimero Sephadex® LH20 Sigma-Aldrich
utilizando o metanol como eluente em modo isocratico (Fracionamento 2). Desse
fracionamento, obtiveram-se 38 frascos de aproximadamente 30 mL. Novamente
as amostras foram secas na capela e, em sequéncia, o perfil cromatografico foi
realizado por meio de CCD e feito o agrupamento das fracoes.

Em sequéncia, a fracdo EH (80 mg), proveniente da separagao anterior,
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apresentou uma baixa complexidade ao ser observada na CCD, dessa maneira,
submeteu-se a cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP). Utilizou-
se a silica como fase estacionaria e a placa foi confeccionada em uma placa de
vidro 25 cm X 25 cm. A amostra foi diluida em metanol, e, em seguida, aplicada
a placa cromatografica. Para fase mével utilizou hexano/acetato 7:3 (v:v). Apos
0 processo de eluigdo, a banda de interesse foi raspada da placa e solubilizada
com metanol. Posteriormente, a amostra foi filtrada a vacuo, separando-se da
silica em gel, e levada para a secagem na capela, para eliminagédo do solvente.
A CCD foi realizada para acompanhar o perfil da amostra.

O perfil cromatografico das fragées BH, CH e DH, provenientes da fragcao
H (fracionamento 2), foi avaliado por meio do UHFLC, em seguida, as fracbes
foram juntadas para realizagdo de um novo fracionamento utilizando-se a
extracdo em fase solida, do tipo C18 (Octadecilsilano) (Fracionamento 3). A
etapa de condicionamento da coluna, foi realizada utilizando-se 80 mL de
metanol e 80 mL de agua miliQ. O procedimento foi realizado utilizando-se um
manifold e uma bomba de vacuo. As fragdes coletadas (80 mL) foram secas na

capela e armazenadas.

Tabela 4 - Escala de elui¢cao utilizada no fracionamento das fracbes BH-

CH-DH.
Solvente utilizado  Proporgao (v/v) Fracao Massa obtida (mg)
Agua 100% 1BH 310 mg
Agua/Metanol 75:25 2BH 50 mg
Agua/Metanol 50:50 3BH 87,7 mg
Metanol/Agua 75:25 4BH 70 mg
Metanol 100% 5BH 60 mg

Fonte: Do Autor.

5.2.3 Fragao |

A fragao |, proveniente da primeira coluna cromatografica realizada, foi
submetida a extragdo em fase sodlida, do tipo C18 (Octadecilsilano), o
condicionamento da coluna, foi realizado anteriormente com 40 mL de metanol

e 80 mL de agua, utilizando-se um manifold e uma bomba de vacuo. Desse
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procedimento obtiveram-se 10 frascos de 40 mL.

Tabela 5 - Escala de elui¢cao utilizada no fracionamento 4 (C18).

Solvente utilizado Proporgao (v/v) Fragoes Massa obtida (mg)
Agua 100% - -
Agua/Metanol 90:10 11 36,5
Agua/Metanol 80:20 21 87,2
Agua/Metanol 70:30 3l 105,1
Agua/Metanol 60:40 4 103,8
Agua/Metanol 50:50 5| 65,3
Metanol/Agua 60:40 6l 98,8
Metanol/Agua 70:30 6l 98,8
Metanol/Agua 80:20 71 125,30
Metanol/Agua 90:10 8l 34
Metanol 100% 8l 34

Fonte: Do Autor.

As fragcbes coletadas foram secas e apds foi avaliado o perfil
cromatografico com auxilio da CCD. Todas as placas de CCD foram reveladas

na luz ultravioleta nos comprimentos de A= 254 e 365 nm.
5.3 SEPARACAO DO EXTRATO BRUTO POR HPLC

Parte do extrato bruto da A. polyphylla (0,850 g) anteriormente reservado,
foi separado pelo sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia, que
consistiu em um cromatégrafo Shimadzu de duas bombas modelo LC-20AR
Prominence equipado com um amostrador automatico SIL-10AF, um forno de
coluna CTO-20A, um modulo de comunicagdo CBM-20A, um desgaseificador em
linha DGU-20A3R, e um detector de arranjo de diodos (PDA)- SPD-M20A. Para
processamento de dados utilizou-se o software Lab solution®.

As analises foram realizadas em uma coluna Shim-pack VP-ODS (250 x
4,6 mm id, 5 ym; Shimadzu) com fluxo de 1,0 mL.min"' e as separagdes
preparativas por HPLC foram realizadas usando um Shim-pack VP Coluna -
ODS (250 x 20 mm id, 10 pym; Shimadzu) a um fluxo de 10 mL.min"' com
deteccdo UV em 241 nm. Os solventes utilizados foram H20 a 0,1% de acido
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acético em A e MeOH em C, no modo isocratico da seguinte forma: 25% de C
em 23 minutos. Ao final, foi obtido o isolamento de duas substancias; P1 (2,5 mg)
e P2 (2 mg). O isolamento dessas substancias, foi realizado em colaboragdo com
o professor Dr. Mario dos Santos.

Os espectros de RMN das substancias, foram obtidos no equipamento
Bruker 300 (300 MHz para 'H e 75 MHz para '3C), pertencente ao Laboratério
de Ressonancia Magnética Nuclear (LRMN) da Universidade Federal de Alfenas.
As amostras foram dissolvidas em DMSO e/ou CD30OD. A calibragao foi realizada

com o sinal do solvente.

5.4 PERFIL CROMATOGRAFICO DAS FRACOES POR UFLC-UV

As analises cromatograficas das fragdes foram realizadas em um UFLC
acoplado ao espectrofotdmetro ultravioleta. As amostras foram preparadas na
concentracdo de 1 mg/mL em MeOH, e, em seguida, realizou-se o clean up, em
triplicata, com 300 pL de hexano. Ao final, elas foram filtradas em filtro de PVDF
de 0,45 ym de diametro de poro. Para as analises, foi injetada uma aliquota de
20 pL via auto-injetor. As analises foram feitas utilizando-se a coluna de fase
reversa C18 analitica, 250 x 4,6 mm, didametro de particula de 5 ym, no primeiro
momento, e depois esta foi substituida por uma coluna C18 analitica (Athena
C18-WP), 150 x 4,6 mm, e um didmetro de particula de 5 um. A vazéo da fase
movel foi de 1,0 mL/min de um gradiente de ACN e H20 a 0,1% de acido acetico.
O gradiente foi de 5% de ACN a 100% em 40 min e ao final foram obtidos os

cromatogramas.

5.5 ENSAIO ANTI-INFLAMATORIO EX VIVO DE PRODUGCAO DE PGE2

A metodologia do ensaio anti-inflamatério ex vivo no sangue humano foi
descrita pela primeira vez por ROSA e colaboradores (2021).

Inicialmente, as amostras foram solubilizadas em etanol:agua 7:3 (v:v) e
posteriormente, realizou-se o clean up, em triplicata, com 300 pL de hexano. O
sangue humano, fresco e heparinizado, foi plaqueado em placas de 96 pocgos
(200 pL por pocgo), e tratado com 10 pg/mL de lipopolissacarideo (LPS) para

induzir a inflamacgao. Posteriormente, a placa foi incubada com amostras obtidas
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do fracionamento e substancias puras da A. polyphylla e controles. As drogas
comerciais indometacina e dexametasona (1 mg/mL) foram utilizadas como
controle positivo. Para o controle negativo, o LPS foi incubado com sangue sem
qualquer tratamento. O volume final em cada poc¢o foi de 250 uL e todas as
diluicdes foram feitas utilizando-se PBS (Phosphate Buffered Saline), uma
solugdo tampéo de sais de fosfato utilizada como meio de cultura de células. O
teste foi realizado em triplicata. Apds incubacao em estufa, a 37 °C, e atmosfera
a 5% de COg, por 24 h, a placa foi centrifugada a 1000 rpm por 5 min e a 4°C,
obtendo-se assim o plasma da replicata de cada amostra. Em sequéncia, as
amostras de plasma foram submetidas a precipitacdo de proteinas e purificacao.
Para isso, foram adicionados inicialmente 500 pL de uma mistura MeOH: ACN
(1:1, V:V) a 100 pL de plasma de cada replicata. As amostras foram
homogeneizadas em um agitador do tipo vértex e para completa precipitacao
das proteinas, as amostras foram centrifugadas a 6000 rpm a 4 °C. Os
sobrenadantes obtidos foram diluidos em 4,5 mL de agua ultrapura para redugéo
da quantidade da mistura de MeOH:ACN. Posteriormente, foi realizada a
purificacdo por SPE em trés etapas, descritas abaixo.

a) Etapa 1 — Condicionamento do cartucho: aplicou-se 2 mL de MeOH
no cartucho e depois 2 mL de uma solugéo aquosa 0,1 % de acido
acético.

b) Etapa 2 — Insercdo da amostra no cartucho: apds a insergcao da
amostra, aplicou-se mais 2 mL da solucao 0,1 % de acido acético
para purificagao e eliminacao de interferentes da matriz do plasma.

c) Etapa 3 — Eluicdo da amostra: por fim, passa-se 2 mL de MeOH
contendo 0,1 % de acido acético para eluicdo da amostra.

As amostras foram concentradas utilizando o equipamento Speed
Vacuum, sob auséncia de luz e calor, durante 8 horas. Ao final, as amostras
secas foram ressuspensas em uma solugao de ACN contendo o padrao interno
cloranfenicol (CAP, 25 ng/mL) e analisadas por LC-MS/MS. A quantificacado de
PGE: foi realizada utilizando-se método MRM e comparacao da area sobre a

curva dos picos cromatograficos com uma curva de calibragao linear.
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Figura 18 — Esquema metodoldgico geral do ensaio ex vivo.

5% CO2 - 24h,

/ Volume Final: 250 pL s
(= Centrifugacdoa 1000 rpm

37°C i

por 5 mina4°C

J<

Amostras em PBS:

Fragdes/compostos isolados (1 mg/mL)
Farmacos (1 mg/mL)

Controle Negativo (LPS - 10 pg/mL)
Branco

CPERGN
Precipitacdo e purificacdo
- - de proteinas e extragdo de
PGE2
100 pL CAP 25
ng/mLem ACN 30°C
(Aproximadamente 8
LC-MS/MS horas)

Fonte: Do autor.

O sangue coletado foi obtido de voluntarios saudaveis, que néo fizeram
uso de anti-inflamatdrios ou do antibiético cloranfenicol (CAP) a pelo menos 15
dias antes da coleta. A participacdo foi autorizada pelo Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) da Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL-MG) sob numero
60344622.1.0000.5142, e os participantes assinaram o termo de consentimento

para coleta.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 SEPARACAO CROMATOGRAFICA E AVALIACAO DO PERFIL
CROMATOGRAFICO POR HPLC

6.1.1 Extrato bruto

Um rendimento de 10,09% foi obtido a partir das folhas da A. polyphylla
coletadas e submetidas aos procedimentos descritos anteriormente.

Posteriormente, o extrato bruto foi submetido a purificacdo por
cromatografia em coluna que, apds a avaliagcdo por CCD, utilizando-se os
comprimentos 254 nm e 365 nm, foram organizados nos seguintes grupos: A (1-
36); B (37-44); C (45-65); D (66-73); E (74-77);F (78-131); G (132-175); H (176-
199); | (200-254). Dentre as fracdes obtidas, foram preferencialmente escolhidas
as de menor complexidade e/ou que possuiam maior massa para dar sequéncia

ao fracionamento.
6.1.2 Fragao CD

As fragdes C e D, foram analisadas por CCD e agrupadas devido a
semelhanga cromatografica (Figura 19), obtendo-se uma massa maior do que

inicialmente,a fragcao foi renomeada para CD.

Figura 19 — CCD das fragbes C e D em hexano:acetona 6:4 (v/v).

Fonte: Do Autor.
Legenda: A esquerda, a placa é vista a olho nu, e a direita a placa foi revelada no
comprimento de onda de 254 nm.
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6.1.3 Fragcao H

Por meio da CCD da fragao H (1,13 g), foi possivel avaliar a complexidade

da fracéo (Figura 20).

Figura 20 — CCD da fracdo H em hexano/acetona (1:1).

Fonte: Do Autor.
Legenda: A esquerda, a placa é vista a olho nu, e a direita a placa foi revelada no
comprimento de onda de 254 nm.

Posteriormente, deu sequéncia ao fracionamento por meio da técnica de
cromatografia por exclusao, que tem como fase estacionaria um polimero ou gel,
insoluvel na fase médvel, que contém poros de tamanhos bem controlados,
regulando a entrada e saida das moléculas que podem permear parcialmente ou
completamente a fase estacionaria, de modo que, as moléculas grandes eluam
primeiro e as pequenas tendem a permanecer nos poros da fase estacionaria
(COLLINS, 2011) (Figura 21).
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Figura 21 - Esquema de uma separacgédo por exclusdo por tamanho.

| (.

Fonte: COLLINS, 2011.
O perfil cromatografico por CCD foi avaliado e as fragées foram agrupadas
em 11 grupos diferentes: AH (1); BH (2-12); CH (13-17); DH (18-19); EH (20-22);

FH (23-24); GH (25); HH (26-27); IH (28); JH(29-32); KH (33-38). (Figura 22).

Figura 22 — CCD das fragdes CH a KH em hexano/acetato (1:1) a 365 nm.

Fonte: Do Autor.

A fragdo EH, ap6s submetida a cromatografia em camada delgada em
placa preparativa permitiu obter uma subfragdo (DEP) de aproximadamente 2,50
mg, com alguns interferentes observados inicialmente por CCD e confirmados
posteriormente por HPLC (Figura 23). Apesar da pequena quantidade de massa
e os interferentes observados, optou-se por dar seguimento a identificagdo do

composto majoritario utilizando a técnica de RMN.
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Figura 23 — Perfil Cromatografico do composto DEP no comprimento de

onda 254 nm.
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Fonte: Do Autor.
Legenda: Coluna de fase reversa C18 analitica, 250 x 4,6 mm, diametro de particula de
5 ym. Método Gradiente de 5% de ACN a 100% em 40 minutos. *Valor de
concentracao do pico.
A avaliagao do perfil cromatografico da fragcdo FH e GH por meio do UFLC
(figura 24 e 25) demonstrou poucas impurezas, dessa maneira, decidiu-se dar

sequéncia a identificagdo do composto majoritario utilizando a técnica de RMN.

Figura 24 — Cromatograma do composto FH.
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Fonte: Do Autor.

Legenda: a) Em 254 nm; b) Em 320 nm. Coluna de fase reversa C18 analitica, 250 x 4,6
mm, didmetro de particula de 5 um. Método Gradiente de 5% de ACN a 100%
em 40 minutos. *Valor de concentragéo do pico.
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Figura 25
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Fonte: Do Autor.

Legenda: a) Em 254 nm; b) Em 320 nm. Coluna de fase reversa C18 analitica, 250 x 4,6
mm, didmetro de particula de 5 ym. Método Gradiente de 5% de ACN a 100%
em 40 minutos. *Valor de concentragao do pico.

As fragcdes BH, CH e DH, apds avaliadas por UFLC foram juntadas para
obtencao de maior quantidade de massa, visto que, ainda se tratavam de fragdes
complexas com alguns picos em comum. Posteriormente, realizou-se um novo
fracionamento, por meio da extragdo em fase sélida. Desse fracionamento, foi
possivel obter cinco frascos, nomeados 1BH, 2BH, 3BH, 4BH e 5BH. Devido as
limitacbes de tempo, essas amostras foram reservadas, a fim de dar-se
sequéncia no isolamento de substancias provenientes dessas fragdes em
trabalhos futuros do nosso grupo de pesquisa, visto que, a fragdo BH demonstrou
uma atividade significativa de inibicdo de PGE:2 (se¢édo 6.3.1) aumentando as

chances do isolamento de substancias bioativas.
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6.1.4 Fragao |

O perfil cromatografico da fracao | (2,28 g), foi avaliado por CCD (Figura
26), podendo-se notar uma baixa resolugdo na separagdo dos compostos,
devido a alta polaridade da amostra, optando-se em dar sequéncia ao

fracionamento utilizando uma coluna reversa (C18).

Figura 26 — CCD da fracédo | em acetona/etanol 1:1 (v:v) a 365 nm.

Fonte: Do Autor.

Portanto, apds ser submetida a extragdo em fase solida (SPE),
agruparam-se as fragdes nos seguintes grupos: 11 (1); 21 (2); 31 (3); 41 (4); 51 (5),
61 (6-7), 71 (8); 81 (9-10).

Um resumo das analises por cromatografia realizadas no extrato, fracdes

e subfracdes esta esquematizado no fluxograma da figura 27 a seguir.
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Figura 27 - Esquema geral do fracionamento e isolamento de substancias do extrato A. polyphylla.
Substéncia 1 (P1 -
Extrato bruto de HPLC 2,5 mg)
A. polyphylla (4 9) Substancia 2 (P2 -
2,0 mg)
CC (silica)
| | 1 | [ [ | !
Fracdo A Fracdo B Fracdo C Fracdo D Fracio E FracBo F Fragéao G Fragdo H Fracéo |
(1-36) (37-44) (45-65) (66-73) (74-77) (78-131) (132-175) (176-199) (200-254)
(158,4 mg) (26,9 mg) (100,3 mg) (31,6 mg) (11,8 mg} (41,4 mg) (4,2 mg) (1,1369 g) (2,2836 g)
Fracdo CD CC (Sephadex)
(130,0 mg)
I [ [ [ [ [ [ [
Fragdo AH | | Fragdo BH | |Fracéo CH| [Fracdo DH| |Fragéo EH| | Fragdo FH | |Frago GH| |Fragdo HH| | Fracéo IH | | Fracdo JH | [Fragdo KH| Extra¢do em
1) (2-12) (13-17) (18-19) (20-22) (23-24) (25) (26-27) (28) (29-32) (33-38) fase sélida
(3,7 mg) (174,9 mg) (335.2 mg) (32.4 mg) (80,9 mg) (111,3 mg) (33,3 mg) (58,2 mg) (28,4 mg) (21 mg) (5.9 mg)
I
l | CCD
Extracio em fase Preparativa
sélida DEP
(2,5 mg)
—— [ | [ [
1BH 2BH 3BH 4BH 5BH Fragdo 11 (1) || Fragdo 2I (2) ||Fragédo 3I (3)||Fracéo 4l (4)| |Fragéo 51 (5)||Fragdo 61 (6-7)|| Fracéo 71 (8) ||Fragéo 8l (9-10)
(310 mg) | | (50mg) | |(87,7 mg)| | (70 mg) (60 mg) (36,5 mg) (87.2 mg) (105,1 mg) (103.8 mg) (65,3 mg) (98,8 mg) (125,30 mg) (34 mg)

Fonte: Do autor.
Legenda: A numeragédo das fragdes corresponde aos frascos que foram juntados por meio da CCD ou UFLC, portanto a fragdo A, corresponde a uniao
do frasco 1 ao 36, por exemplo.
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As fragdes de interesse foram armazenadas para posterior avaliagéo da

atividade anti-inflamatéria através do ensaio ex vivo.

6.2 IDENTIFICACAO DOS COMPOSTOS POR RMN
6.2.1 Composto 1 (Acacia P1)

O composto P1 (Figura 28) foi identificado como astragalina, por meio dos
espectros de RMN obtidos experimentalmente (Apéndice 1 — 5) e com dados da

literatura.

Figura 28 — Estrutura sugerida para P1.

Fonte: Do Autor.

O espectro de RMN de 'H da astragalina (Figura 29) apresentou sinais
caracteristicos de esqueleto flavonoidico, como, por exemplo, os sinais em 86.50
e 06.60 no anel A, indicando que o anel aromatico é tetrasubstituido,
caracteristico do anel A de flavonoide. Os dupletos em 66.92 e §7.85, séo
referentes aos hidrogénios quimicamente equivalentes das posigcées H-3,5 e H-
2,6, respectivamente, indicando que o anel B é 1,4-dissubstituido.
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Figura 29 — Espectro de RMN de '"H (MeOD, 300 MHz) obtido para a

astragalina (P1).

eE ¢
& 23

— M52258

Fonte: Do Autor.

Além dos sinais na regido aromatica, hidrogénios glicosidicos sao
encontrados em um deslocamento entre 3.57 — 3.88 (Figura 29), indicando a
presenca da glicose, que pode ser confirmada por meio do carbono oximetilenico
em ¢ 61.52 atribuido ao C-1a, caracteristico deste glicosideo (SANTOS, 2016).
A posicao da ligagao glicosidica ocorreu por meio de comparagao com os dados
da literatura. O sinal em 85.23 atribuido ao hidrogénio anomérico H-2” do B-
glicosideo, foi relatado na literatura como sendo um dupleto com integragao para
1 hidrogénio e uma constante de acoplamento de 7.2 Hz. Entretanto, n&do foi
possivel calcular a constante de acoplamento, pela baixa resolugao do sinal e
inconsisténcia na determinagao da multiplicidade do sinal.

A atribuicao dos carbonos com seu respectivo hidrogénio foi realizada
com o auxilio do experimento HSQC (Apéndice 3). Na tabela 6, estédo
apresentados os dados obtidos pelos experimentos comparados com a literatura,
ja na tabela 7 sao apresentadas as correlacgges HMBC e HSQC para a

astragalina (P1).

Ag:g: R g@é‘ R ﬂéﬂu o A

T
ppm]

[re]



Tabela 6 — Dados de RMN para a astragalina (P1).

Dados experimentais*

Dados da literatura**

Posicao "C 'H 'H 3C
1 117.23 — - 122.6
2,6 128.04 7.85(d,2H,J =8.79 8.02(d,J=8,4 132.1
Hz) Hz)
3,5 115.65 6.92(d, 2H,J =8.79 6.88 (d, J=8,4 116.0
Hz) Hz)
4 161.41 — - 161.4
2 157.42 — — 158.3
3 136.28 — — 135.3
4 182.73 — — 178.3
4a 103.84 — — 104.9
5 163.71 — — 162.8
6’ 102.43 6.60 (sl, 1H) 6.19 (sl) 99.7
7 164.72 - — 165.7
8’ 94.13 6.50 (sl, 1H) 6.38 (sl) 94.6
8a 157.42 — — 158.8
2”7 101.40 5.23 (sl, 1H) 523(d,Jd=7.2 104.0
Hz)
3” 74.46 3.77 (m) 3.18 —=3.70 (m) 75.6
4” 76.95 3.61 (m) 3.18 —3.70 (m) 78.3
5” 70.70 3.86 (m) 3.18 —3.70 (m) 71.2
6” 80.0 3.57 (m) 3.18 —=3.70 (m) 77.9
1a 61.52 3.88; 3.72 3.18 —=3.70 (m) 62.5

Fonte: Do Autor.

Legenda: *300 MHz para 1H e 75 MHz para 13C em MeOD.

**LEE, 2007. (MeOD-d6; 400 MHz).
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Tabela 7 — Correlagbées HMBC e HSQC para astragalina em MeOD.

Posicao 3C HMBC HSQC
1 117.23 6.92 -
2,6 128.04 7.85 7.85
3,5 115.65 6.92; 7.85 6.92

4 161.41 6.92; 7.85 -
2 157.42 7.85 -
3 136.28 7.85 -
4 182.73 6.60 -

4a 103.84 6.50; 6.60 -
5 163.71 6.50; 6.60 -
6’ 102.43 - 6.60
7 164.72 6.50; 6.60 -
8 94.13 6.60 6.50
8a 157.42 6.50 -
2” 101.40 - 5.23
3” 74.46 3.61;5.23 3.77
4” 76.95 3.86 3.61
5” 70.70 3.88 3.86
6” 80.0 3.72 3.57
1a 61.52 3.57 3.88; 3.72

Fonte: Do Autor.

As correlagdes observadas no espectro de HMBC € apresentada na figura
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Figura 30 — Correlagbes HMBC (—) observadas para astragalina.

Fonte: Do Autor.

A astragalina é um composto bioativo identificado em uma variedade de
plantas medicinais tradicionais. Possui uma ampla gama de caracteristicas
farmacoldgicas, relatadas na literatura, como anticancer, anti-inflamatoria,
antioxidante, neuroprotetora, antidiabética, cardioprotetora, antiulcera e
antifibrética. Diversas investigagdes in vivo e in vitro, explicaram o mecanismo
de acao da astragalina (RIAZ, et al., 2018).

A atividade anti-inflamatéria da astragalina nesse trabalho, pode ser
confirmada experimentalmente pelo ensaio ex vivo (Seg¢ao 6.3.2) demonstrando
a capacidade da astragalina em inibir a PGE-2, corroborando com a literatura, que
ja havia demonstrado uma inibigdo significativa de PGE2 em um estudo de
periodontite induzida por patdégenos periodontais, uma condi¢cdo patologica
inflamatoria destrutiva, em células epiteliais gengivais humanas (INABA, et al.,
2008).
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6.3.2 Determinacgao estrutural da substancia P2 (Acacia P2)

A analise dos espectros de RMN de 'H e 3C (Figura 32 — 33), bem como
os de correlagdo COSY, HSQC e HMBC (Apéndice 6 - 10) indicam que o
composto P2 isolado se trata de um flavonoide do tipo apigenina-3-C-glicosilada
(Figura 31).

Figura 31 - Estrutura sugerida para o composto 2.

Fonte: Do Autor.

O espectro de RMN de "H (Figura 32), apresenta sinais na regido entre
6 e O 8 (regido de aromaticos) indicando a presenga de anéis p-substituidos
(Tabela 8). Os sinais em & 7.89 (8.7 Hz) e 6 6.92 (8.7 Hz), ambos dupletos com
integracdo para dois hidrogénios evidencia a presenca de dois pares de
hidrogénios quimicamente equivalentes, presentes no anel B. Por meio do
espectro de HSQC (Apéndice 9) € possivel observar que esses hidrogénios (6

7.89 e 6 6.92) estéo ligados aos carbonos 6128.84 e $116.46 respectivamente.
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Figura 32 — Espectro de RMN de 'H (MeOD, 300 MHz) obtido para o

composto P2.
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Fonte: Do Autor.
Figura 33 — Experimento de RMN **C (DMSO, 75 MHz) obtido para o
composto P2.
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Fonte: Do Autor.

Os sinais de hidrogénio observados nas posi¢céo 6’ e 8 (Figura 31), como
um singleto largo com integracdo para um hidrogénio, em & 6.67 e & 6,35,
respectivamente. Ademais, no espectro de HSQC é possivel observar a relagao

entre o H-6 e H-8 com seus respectivos carbonos (Figura 34).
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Figura 34 — Espectro de HSQC em DMSO ampliado do composto P2.
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8C 94,5 ppm
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Fonte: Do Au'tor.

F2 [ppm]

A tabela 7 a seguir traz os dados de RMN para o composto 2 bem como
as correlacdées HMBC, HSQC e COSY.

Tabela 8 — Dados de RMN para o composto 2 em DMSO (300 MHz para

H e 75 MHz para "3C).

(continua)
Posicdo  *C H HMBC HSQC COSsYy
1 94.06 — — — —
2,6 128.8 7.89 (d, 6.92; 7.89 7.89 6.92
2H, sb, J
= 8.7 Hz)
3,5 116.2 6.92 (d, 6.92; 7.89 6.92 7.89
2H, sb, J
= 8.7 Hz)
4 162.0 - 6.92; 7.89 - —
2 161.3 - 4.57;7.89 - —
3 109.12 - 4.57 - -
4 181.43 - 6.67 - —
4a 102.71 - 6.67 - -
5 161.2 — 6.35; 6.67 - -

F1[ppm]
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Tabela 7 — Dados de RMN para o composto 2 em DMSO (300 MHz para 'H
e 75 MHz para 13C).

(concluséao)

6’ 1031 6.67 (sl, 6.35 6.67 -
1H)
7 161.0 - 6.35; 6.67 - -
8’ 945  6.35 (s, 6.67 6.35 -
1H)
8a  156.46 - 6.35 - -
2” 739  4.57(d, - 4.57 -
2H, J =
9,79 Hz)
3" 706  4.05(t, 4.57 4.05 -
3H)
4” 69.8  3.69 (m) - 3.50 -
5” 815 3.12(m) - 3.50 -
6” 791 3.15(m) - 3.18 -
1a 62.2 3.60;3.40 - 3.66; 3.41 -

(m)

Fonte: Do Autor.

A maioria dos sinais de prétons de acucar encontrados em flavonoides
ocorre na regiao espectral entre 4.5 a 3.0 ppm (ANDERSEN, et al., 2005) como
observado nos experimentos de RMN realizados. Por meio do experimento
HMBC, foi atribuido a ligagado da unidade de glicosideo na posigao 3’, devido a
correlagdo entre o hidrogénio em & 4.54, caracteristico de protons de agucar e
os carbonos em 8161.3 e 6 109.4, posicdes 2’ e 3, respectivamente. Além disso,
foi possivel distinguir a ligacdo do agucar como sendo C-glicosidica, devido ao
sinal do carbono anomérico em & 73.9, caracteristico de ligagao C-glicosidica
(regiao espectral de 3c 60-82), em contraste com O-glicosideos, onde esse
carbono fica na regiao entre 6 98-112 (ALVES, 2012) como observado para
astragalina.

Na figura 35, abaixo, sdo observadas algumas correlagbes obtidas por

meio do espectro de HMBC (Apéndice 10).
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Figura 35 — Correlagbes HMBC (—) observadas para o composto 2.

Fonte: Do autor.

Depois da confirmagao da estrutura por meio da técnica de RMN, realizou-
se uma busca na literatura para confirmar se a estrutura ja havia sido reportada
anteriormente. Foi encontrada apenas uma referéncia vinculada a essa estrutura
(KUMAMOTO et al., 1986), entretanto, o composto relatado é a 2”-O-f3-
Xylosylvitexin (Vitexina 2"-O-B-xilosideo), e apresenta o glicosideo na posigao
8’ ligada a um grupo xilose, diferente do composto P2. Dessa forma, o composto

isolado da espécie Acacia polyphylla é inédito.

6.3 ENSAIO ANTI-INFLAMATORIO EX VIVO NO SANGUE HUMANO

6.3.1 Avaliacao da atividade anti-inflamatéria das fragoes

Das fragdes previamente obtidas, foram selecionadas apenas algumas,
provenientes das diversas partes do fracionamento priorizando as de maiores

massas, e avaliou-se quanto a sua atividade anti-inflamatoria. Os resultados
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foram obtidos comparando a produgédo de PGE: entre as fragdes e os controles
(negativos e positivos). Entre as fragbes avaliadas, a BH demonstrou um
percentual de inibicdo de PGE: (74,8%) significativo (Figura 36a), sendo
estatisticamente diferente do controle negativo e comparavel aos farmacos de
referéncia dexametasona e indometacina (90,5 e 98,4 %, respectivamente),
revelando um grande potencial anti-inflamatéria, atuando na cascata
inflamatoria da via ciclooxigenase (COX), semelhante a outros anti-inflamatorios

atualmente disponiveis.

Figura 36 — Avaliacdo da inibicdo de PGE> nas fragbes da A. polyphylla.
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Fonte: Do autor.
Legenda: Os resultados foram analisados pela analise de varidncia ANOVA one-way. #
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P<0.05 diferente quando comparado ao veiculo, ** P<0.05 semelhante a dexametasona, *P<0.05
semelhante a indometacina.

As fragdes A e CD, também apresentaram um valor de inibicao razoavel,
42,4% e 44,5%, respectivamente, sendo interessante a continuagcdo do
fracionamento e purificagdo das fragdes em trabalhos futuros, a fim de identificar
compostos mais bioativos.

Nas fracdes 3l e 71, observou-se uma produgcao de PGE2 semelhante ao
controle negativo (valores de concentragao média de PGE2de 16,2 ng/mL para
3l e 71 comparadas a 15,6 ng/mL para o controle negativo). Esses resultados
sugerem que essas fragdes podem apresentar propriedades pré-inflamatérias no
sangue. Portanto, como o ensaio ex vivo proposto visa selecionar apenas
fracbes com maior atividade anti-inflamatoria, essas amostras nao sao
consideradas promissoras para dar continuacdo ao estudo e possivel

identificacdo das substancias.

6.2.2 Avaliagao da atividade anti-inflamatéria de compostos isolados

Os compostos isolados também foram testados, a fim de associar os
componentes responsaveis pela atividade anti-inflamatéria na espécie A.
polyphylla, avaliando o seu potencial anti-inflamatério, por meio da comparagao
entre os niveis de PGE:2 produzidas nas amostras testadas e nos controles
positivo e negativo. Entre os compostos isolados, o composto P1 apresentou um
percentual consideravel de inibicdo de PGE2 (48,3%), com valores
estatisticamente diferentes (p>0.5) do grupo controle negativo (veiculo). Os
compostos P2, GH e FH, apresentaram atividade moderada de inibicado de PGEz,

sendo estatisticamente diferente do grupo veiculo (Figura 37).
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Figura 37- Percentual de inibicdo de PGE2 dos compostos isolados.
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Fonte: Do Autor.

Legenda: A) Ensaio anti-inflamatério dos compostos P1, P2 e GH. B) Ensaio anti-
inflamatoério do composto FH. Os resultados foram analisados pela analise de
variancia ANOVA one-way. #P<0.05 diferente quando comparado ao veiculo,
** P<0.05 semelhante a dexametasona, P<0.05 *semelhante a indometacina.

Em todas as analises, tanto dos compostos isolados quanto das fragdes,
os controles positivos e negativos foram estatisticamente diferentes um dos

outros, dando confianca as analises.
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

Existem poucas referéncias na literatura sobre os metabdlitos secundarios
isolados da A. polyphylla. Deste modo, esse trabalho contribuiu com seu estudo
fitoquimico, permitindo o isolamento de cinco compostos e identificagdo de dois
deles, sendo um composto inédito (P2) e a astragalina, que pela primeira vez foi
relatada nessa espécie, mas que ja foi reportada anteriormente na literatura.
Além disso, a atividade anti-inflamatoria da espécie também foi investigada,
apresentando resultados significativos na inibigdo de PGE2, sendo que a fragéo
BH teve um percentual de 74,8% e a astragalina apresentou um percentual de
48,3%, sendo estatisticamente diferentes do grupo veiculo e comparaveis aos
farmacos de referéncia.

O ensaio ex vivo em sangue demostrou uma 6tima aplicabilidade e
viabilidade, sendo capaz de analisar varias fracbes da A. polyphylla e observar
aquelas com maior atividade, capazes de atuar na reducao da producgao de PGEz,
aumentando assim as chances do isolamento de compostos com alto potencial
bioldgico contra a inflamacg&o. Ademais, os ensaios in vivo, por exemplo, exigem
quantidades maiores de amostra, causando limitagcdes a pesquisas de produtos
naturais. Desta forma o ensaio ex vivo foi de grande interesse para esse trabalho
visto a pequena quantidade obtida dos compostos isolados.

Salienta-se também, que devido as limitacbes de tempo para conclusio
do trabalho, alguns resultados ndo puderam ser explorados. Entretanto, tais
resultados poderdo ser abordados em trabalhos futuros do nosso grupo de
pesquisa.

Por fim, este trabalho permitiu obter informagdes importantes sobre a
composi¢cao quimica da espeécie A. polyphylla, que se mostrou bastante

promissora no tratamento contra a inflamagéo.
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APENDICES
APENDICE A — Experimento 1D NOESY 'H (MeOD, 300 MHz) obtido para

o composto 1 (Acacia P1).
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APENDICE B — Experimento de RMN *3*C (MeOD, 75 MHz) obtido para o

composto 1 (Acacia P1).
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APENDICE C — Espectro de HSQC em MEOD obtido para o composto 1
(Acacia P1).

| | | -
' U \ f I M L‘l \ ’(‘
f .,".‘. l'\ I\ Lﬁﬂ\
Jiw w\ \ k-AJ J "\_,,J‘ \‘.\J LJ \JJ "\____.,_,t«\___, le '"\.,/’ \__\v)f \',
2 ‘%U
.cczﬁ%wmzaca @
e s
4
T T T T T T
3 § | 2 0 F2[ppm]

o
F1 ppm]



[V

1

83

APENDICE D — Espectro de COSY em MEOD obtido para o composto 1
(Acacia P1).
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APENDICE E — Espectro de HMBC em MEOD obtido para o composto 1

(Acacia P1).
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APENDICE F — Espectro de RMN de "H (DMSO, 300 MHz) obtido para o

composto 2 (Acacia P2).
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APENDICE G — Experimento 1D NOESY (DMSO, 300 MHz) obtido para

o composto 2 (Acacia P2).
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APENDICE H — Espectro de COSY em DMSO obtido para o composto 2
(Acacia P2).
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APENDICE | — Espectro de HSQC em DMSO obtido para o composto 2
(Acacia P2).
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APENDICE J — Espectro de HMBC em DMSO obtido para o composto 2
(Acacia P2).
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