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Resumo

A busca pelo desenvolvimento de novos farmacos de origem vegetal tem ganhado destaque nos
tltimos anos. Nesse sentido, 0 estudo teve como objetivo a andlise fitoquimica da espécie vegetal
Aniba firmula e a atividade anti-inflamatéria de seus compostos isolados. O material vegetal foi coletado
em uma area de reserva de Mata Atlantica na cidade de Alfenas, Minas Gerais, Brasil e submetido as
técnicas cromatogréficas para purificagdo e isolamento dos compostos. Foi isolado um composto
através da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC), que foi posteriormente identificado por
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) como 2'-hidroxi-3', 5'-metoxi-3,4-metilenodioxifenil-
1',2',3',4' 5',6- tetrahidro-4’-oxo-7,3’,8,1°-neolignana. Os efeitos anti-inflamatdrios do composto isolado
foram avaliados através da via de sinaliza¢éo induzida por lipopolissacarideos (LPS) por um ensaio ex
vivo. O composto obteve uma razoavel atividade anti-inflamatéria, atuando diminuindo a liberacao de
PGE2 na via da ciclooxigenase (COX) com uma inibi¢cdo de 40,2%.

Palavras-chave: Isolamento. Ressonancia Magnética Nuclear. Farmacognosia. Mata Atlantica.
Area do Conhecimento: Ciéncias Bioldgicas — Farmacologia.
Introducéo

Diversos sédo os fatores que impulsionaram a busca por novos farmacos de origem vegetal, como a
descoberta de medicamentos eficazes no combate ao cancer, a falta de acesso a medicamentos
modernos para a maioria da populacéo, estudos sobre a sua biodiversidade e a preservacdo de
espécies (Calixto, 2003).

Com a constante busca por terapias a base de plantas, 0 aumento do uso de medicamentos
fitoterapicos e drogas vegetais tem se intensificado consideravelmente e, portanto, hd a necessidade
de novos estudos sobre a qualidade desses produtos. A demanda por produtos naturais foi mais uma
vez destacada, especialmente pela indUstria farmacéutica, por meio de grandes investimentos em
cultivo, processos de extracdo e expansdo da pesquisa de produtos naturais para outras fontes
pertencentes a outros organismos da biodiversidade até entdo inexplorados (Harvey, 2008).

Os produtos naturais tém um histérico longo e bem-sucedido nos processos de pesquisa e
desenvolvimento de medicamentos. As plantas, 0s insetos, 0S microrganismos e 0S 0rganismos
marinhos apresentam uma interagdo complexa com o ambiente e produzem metabdlitos usados para
sua preservagdo. Como uma consequéncia de sua funcao bioldgica para os organismos produtores,
esses metabdlitos podem apresentar um grande espectro de aplicagdes bioldgicas (Pupo et al., 2006).

A importéncia dos produtos naturais em medicina, agricultura e industria levou a numerosos estudos
sobre a sintese, biossintese e atividades bioldgicas de substéncias extraidas destes produtos. No
entanto, ainda sabe- se relativamente pouco sobre seus papéis reais na natureza (Macias-Villamizar;
Cuca-Suérez; Coybarrera, 2015).

A espécie vegetal Aniba firmula, conhecida popularmente como louro-rosa, pertence a familia
Lauraceae, que abrange mais de 50 géneros e aproximadamente 3000 espécies. Possui odor
caracteristico, com seu lenho possuindo coloracdo avermelhada e com grande valor econémico
(Rohwer, 1993). Os estudos sobre sua fitoquimica sao escassos, assim como os de sua atividade
bioldgica, o que reforgca a necessidade de estudos sobre a espécie.
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Dessa forma, o presente trabalho objetivou o isolamento de compostos quimicos da espécie vegetal
Aniba firmula e a avaliagdo do seu potencial anti-inflamatério através de ensaios ex-vivo.

Metodologia

As cascas do caule da Aniba firmula foram coletadas no entorno da regido da cidade de Alfenas,
Minas Gerais, Brasil, onde existe area remanescente de Mata Atlantica. Em seguida, o material foi
seco, moida e homogeneizado. Seguidamente, foi extraido com 2L de alcool etilico da marca Synth. O
solvente foi reduzido usando um rotaevaporador do modelo IKA RV 8 para 500 mL. O extrato resultante
foi diluido em 30 mL de agua realizado uma extracao liquido — liquido com 250 mL de acetato de etila
da marca Synth, trés vezes. Foram obtidas duas fracdes: a fracéo alcodlica e a fracéo acetato de etila.

A fracdo acetato de etila foi submetida ao fracionamento por cartuchos C18 (10g) com as seguintes
porcentagens de solventes: 40% MeOH / 60% H20; 60% MeOH / 40% H20; 80% MeOH / 20% H20;
100% MeOH. Produzindo assim quatro fragdes, possuindo 100 mL cada.

A terceira fragcdo (80% MeOH / 20% H20) foi purificada no HPLC da marca Shimadzu, utilizando
uma coluna de fase reversa (ODS-4 Intersil, C18, 7,6 x 250 mm, 5 um). A fase mdvel utilizada na
separacao foi Acetonitrila/ H20 (0,1% de &cido acético) 57: 33. Com essa separacado foi possivel o
isolamento do composto 1. O composto isolado foi identificado por Ressonancia Magnética Nuclear
Unidimensionais (1H e 13C). Os espectros foram obtidos em um espectrémetro da Bruker de 300 MHz,
que se encontra localizado na Universidade Federal de Alfenas.

O ensaio anti-inflamatério ex vivo foi realizado na Universidade de Alfenas. O sangue venoso
periférico foi coletado de doadores que ndo relataram administracao de anti-inflamatdrios de controle
ou cloranfenicol (CAP, padréo interno - IS) pelo menos 15 dias antes da coleta de sangue. Os
voluntarios foram voluntarios saudaveis do sexo masculino e feminino com idade entre 20 e 35 anos e
assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido para participacdo na pesquisa autorizada pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Alfenas (nimero 89325818.1.0000.5142). O
ensaio anti-inflamatério serd realizado de acordo com Rosa et al., 2021. Porém, resumidamente, o
sangue humano heparinizado (200 pL) foi utilizado para a avaliacdo quantitativa de mediadores
guimicos no plasma, utilizando os lipopolissacarideos (LPS, E. coli 026 : B6, 10 uyg/mL) como agente
indutor de inflamacdo do sangue. As amostras foram diluidas em placas de 96 po¢os com solucéo
salina tamponada com fosfato (PBS - 0,01 M de fosfato, 0,15 M de cloreto, pH 7,2). Os compostos
isolados (1 ug/mL), controles positivos (medicamentos de referéncia: dexametasona/indometacina - 1
pg/mL) e controle negativo (PBS) foram incubados por 24 horas em atmosfera de 5% CO2 a 37 °C e
centrifugado (5 min a 1000 rpm, 4°C). O plasma (100 pL) foi removido seguido de precipitacdo de
proteina realizada pela adi¢gdo de 500 pL de metanol:acetonitrila refrigerado (1:1, v/v) as amostras de
plasma e centrifugacao (6000 rpm, 4°C) por 10 min. Os sobrenadantes foram coletados, diluidos em
agua destilada (4,5 mL), carregados em cartuchos de fase sélida-C18 (com 100 mg de sorvente), e
entdo eluidos com 1 mL de solugdo de &cido acético metandlico a 0,1% em tubos plasticos, secos e
armazenados em -20 °C para posterior andlise de quantificacdo de PGE2.

Resultados

O espectro de RMN de 1H apresentou sinal de metila em &H 1,13 (d). Apresentou também trés
sinais de hidrogénios de metoxilas em &H 3,34 (s), dH 3,50 (s) e 0H 3,83 (s). Também apresentou sinal
de hidrogénio de carbono com dupla ligagdo em dH 5,16 (m) e 6,02 (m) pode-se observar também
hidrogénio de anel benzeno isotrépico 6H 6,02. O espectro de RMN de 13C confirmou a presenca das
metoxilas, pois apresentou 3 sinais em d8C 52,2, 6C 55,0 e 6C 56,5. Também apresentou sinal de
carbono insaturado com 6C 104,1 pode-se observar também carbonos em 6C 18,4 referente a carbono
metilénicos.

Figura 1- Espectro de RMN de *H (cloroférmio, 300 MHz) do Composto 1
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Fonte: Os autores (2024).

Figura 2- Espectro de RMN de 3C (cloroférmio, 300 MHz) do Composto 1
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Figura 3- Estrutura do Composto 1
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Fonte: Os autores (2024).

Utilizou-se a base de dados Scifinder para verificar se a estrutura era conhecida. O composto, com
nomenclatura traduzida para o idioma portugués, trata-se do 2'-hidroxi-3', 5'-metoxi-3,4-
metilenodioxifenil-1',2',3',4',5',6- tetrahidro-4’-oxo-7,3’,8,1’-neolignana, pertencente quimicamente a
uma subclasse das lignanas.

O resultado do bioensaio esté descrito na Tabela 1.

Tabela 1- Porcentagem de inibicdo do Composto 1

Amostra % Inibigéo
Veiculo -
Indometacina 86,2
Dexametasona 76,0
COMPOSTO 1 40,2

Fonte: Os autores (2024).

Os efeitos anti-inflamatérios do composto puro (Tabela 1) foram medidos através da via de
sinalizacao induzida por lipopolissacarideos (LPS) por um ensaio ex vivo que quantifica a concentracao
plasmatica de PGE?2 através de anélise UPLC-MS/MS (Rosa et al., 2021). Este ensaio anti-inflamatério
ex vivo se destaca como um método de baixo custo, alta sensibilidade, seletividade e ampla
aplicabilidade para explorar o potencial anti-inflamatério de amostras (Rosa et al., 2021). Além disso, o
ensaio ex vivo utilizando sangue perfurado esta mais proximo dos resultados in vivo do que 0s ensaios
in vitro habituais (Rosa et al., 2021).

Discusséo

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima que aproximadamente 65% da populagdo mundial
incorpora a medicina tradicional (usos etnobotéanicos) nos cuidados médicos. Os estudos etnobotanicos
ao longo dos anos permitiram a associacdo de plantas altamente diversificadas com atividades
biologicas, desde observacdo, descricdo e pesquisa experimental, 0 que muito contribuiu para a
descoberta de produtos naturais com acao biol6gica (Owona et al., 2020).

Nesse sentido, o desenvolvimento de novos farmacos de origem vegetal sao de grande interesse
da industria farmacéutica, destacando-se os medicamentos com acgdo anti-inflamatéria. Um exemplo
de agente anti-inflamatdrio fitoterapico é o Acheflan®, indicado para o tratamento local de processos
inflamatérios, e o Daflon 500 mg®, medicamento composto por uma fracdo flavondide purificada que
apresenta agéo venotbnica e vasoprotetora (Lucas et al., 2018).

O composto isolado — 2'-hidroxi-3', 5'-metoxi-3,4-metilenodioxifenil-1',2',3',4',5',6- tetrahidro-4’-oxo-
7,3',8,1-neolignana — enquadra-se na classe das neolignanas. As lignanas e neolignanas sao
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compostos derivados da lignina. Oriundas do metabolismo secundario das espécies vegetais, sao
resultantes do acoplamento oxidativo de unidades de fenilpropano (C6-C3). Ambas constituem uma
classe de compostos naturais com uma ampla variedade de estruturas quimicas e atividades
farmacolégicas, sendo formadas pela unido de duas unidades fenilpropandides (eugenol, alcool
coniferilico, isoeugenol, etc.). A maneira como essas unidades se conectam determina sua
classificagdo: as lignanas se ligam pela posi¢édo 8 e 8 da cadeia alifatica, enquanto as neolignanas séo
formadas pela ligacdo em qualquer outra posi¢do da unidade fenilpropandide que ndo seja 8 e 8 (Figura
2) (Moss, 2000). As oxineolignanas (formadas por ligagbes C-O-C’) exibem uma variedade de
atividades bioldgicas, como antifiingica, leishmanicida, antioxidante e esquistossomicida (Alves et al.,
1998; Barata et al., 2000; Konya, 2001).

Figura 4- Estrutura quimica de lignanas e neolignanas
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Fonte: Os autores (2024).

A revisao realizada por Jang et al. (2022) abordou as principais atividades bioldgicas da classe das
lignanas, entre elas a atividade anti-inflamatéria e antioxidante desses compostos. No estudo, foi
apontado que as lignanas inibem a ativacdo de diferentes vias inflamatérias, como a via do NF-kB
(Nuclear Factor kappa B), INOS (Oxido Nitrico Sintase Induzivel) e COX (Ciclooxigenase). Além disso,
foi discutido que esses compostos demonstraram capacidade de neutralizar radicais livres, protegendo
as células contra danos oxidativos.

O ensaio anti-inflamatdrio realizado para a avaliacdo do potencial do Composto 1 revelou a sua
eficiéncia no combate a inflamacgéo, com um resultado razoavel quando comparado ao grupo controle.
Sua atuacéo se deu pela diminuicdo da liberacédo de PGE2 na via da COX, um dos principais alvos
finais anti-inflamatérios dos medicamentos atualmente disponiveis (Cui; Jia, 2021). Nao foram
encontrados na literatura estudos que realizassem testes biolégicos com essa substancia, o que torna
0 presente estudo pioneiro na investigacao de sua atividade anti-inflamatéria

Conclusao

Em termos gerais, o composto isolado da espécie vegetal A. firmula obteve um resultado positivo
no bioensaio realizado, apresentando atividade anti-inflamatéria razoavel quando comparado aos anti-
inflamatérios utilizados no grupo controle, tornando uma opg&o promissora para o desenvolvimento de
novos farmacos dessa classe. Entretanto, sdo necessarios mais estudos acerca de sua atividade
bioldgica e elucidacéo de seus mecanismos de agéo.
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