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Resumo

Frideria chica é uma espécie de uso medicinal em paises da América Latina, utilizada no
tratamento de doencas inflamatdrias e infecciosas. Os extratos desta espécie vegetal sdo
caracterizados pela presenca de flavonoides em destaque para antocianidinas. A Fridericia
chica é uma espécie da familia da Bignoniaceae que possui amplo aspecto farmacoldgico,
dentre sua utilizagdo como planta medicinal, podemos destacar seu alto potencial anti-
inflamatério e antioxidante. Outros usos desta espécie sdo: no tratamento de anemia,
hemorragia, inflamac&o, célica intestinal, hepatite e afecces de pele. O presente trabalho, fez
a quantificacdo de flavonoides totais de um extrato etanolico de folhas desta espécie que
apresentou atividade antiviral em ensaios in vitro. Apds analises quantitativas de flavonoides
totais foi confirmado o alto teor desses constituintes na espécie com 4,09 + 0,34 mg/g de
material vegetal seco. Dessa forma, sugere-se que o alto potencial farmacoldgico da espécie, se

da devido a presenca de uma grande concentracdo de flavonoides em suas folhas.

Palavras-chave: Fridericia chica, flavonoides, atividade farmacoldgica, Bignoniaceae



Abstract

Frideria chica is a species of medicinal use in Latin American countries, used in the treatment
of inflammatory and infectious diseases. The extracts of this plant species are characterized by
the presence of flavonoids highlighted for anthocyanidins. Fridericia chica is a species of the
Bignoniaceae family that has a wide pharmacological aspect, among its use as a medicinal plant,
we can highlight its high anti-inflammatory and antioxidant potential. Other uses of this species
are: in the treatment of anaemia, bleeding, inflammation, intestinal colic, hepatitis and skin
disorders. The present work quantified total flavonoids of an ethanolextract of leaves of this
species that presented antiviral activity in in vitro assays. After quantitative analyses of total
flavonoids, the high content of these constituents in the species was confirmed with 4.09 + 0.34
mg/g of dry plant material. Thus, it is suggested that the high pharmacological potential of the
species occurs due to the presence of a large concentration of flavonoids in its leaves.

Key-words: Fridericia chica, flavonoids, pharmacological activity, Bignoniaceae



Lista de Tabelas

Tabela 1: o rendimento do extrato etanolico obtido na percolacdo a frio com etanol

Tabela 2: concentragdes (g EQ/mL) e medidas das absorbancias utilizadas para a construgéo

da curva de CalIDraGa0. .........ccveie e re e nneas 20

Tabela 3: valores de absorbancia, diluicdo e concentracdo de flavonoides totais (ug EQ/mL)
(0] 0110 (0L OSSPSR 22



Lista de Figuras

Figura 1: EStrutura da CarajUriNa.........c.cceeieeuesieiiesiesieseesteesteseessaesseesessaesseassessessseassesseesseens 8
Figura 2: EStrutura da CarajUrONa...........c.ecueieerieeieerieseesieesiesseestae e sseesraessesseesseessesnaesseessesssenns 8
Figura 3: Estrutura basica dos flavonoides............cccouiiiiiiiiiiieee e 10
Figura 4: Espécie Fridericia ChiCa.........ccocooiiiiiiiiiieee e 12

Figura 5: Espectros UV (200-400 nm) de flavonoides 6-Hidroxiluteolina- O -(6" - O -
feruloil)-glucopiranosido (Comp.1) e O -acetil-escutelareina- O - ramnosilgaloil 3,5-dimetil
1= (101101 0722 PSSRSO 13

Figura 6: Estruturas das substancias 1 e 2 reSpectivamente...........ccocvvveeerenenenencneeeeeens 14

Figura 7: Espectro MS 2 da substancia 2 e sua estrutura presente no extrato etanolico de folhas

A8 FL CRICAL .t 15
Figura 8: Espectro MS 2 do substéincia 1 e sua estrutura presente no extrato etanélico de folhas
0L o 0 oF > TSR 15

Figura 9 Curvas dose-resposta para atividade antiviral do extrato etanolico das folhas de
Fridericia chica contra os virus Dengue (DENV-2), Zika (ZIKV), Mayaro (MAYV) e

ChIKUNGUNYA (CHIKV) ...ttt bbbt nnenresnenne s 23
Figura 10: Curva de calibragdo construida com concentracbes de 6 a 20 pg EQ/mL a 420
011 PO T TR P PSR PPRPPPPTOPRRPRTPS 25

Figura 11: Espectro 1 H NMR de flavonoides presentes no extrato etanélico de folhas de F.
chica (* H NMR—400 Hz, ¥ C NMR—100 Hz, DMSO-d6, §) e estruturas das substancias

ESCULRIAIEING B TULBOIING. ...ttt et e e e e e e e e et e e e e e e e e eeeeeeeeeens 29



Lista de abreviaturas

COX 2
COX

uv
NF-xB
MMP9

kB
MAPK1
TPA

JAK
STAT3

I xB

BV2

NO

ROS
INOS
DPPH
RENISUS
RENAME
ANVISA
CLAE
CCD

CG

MS?
VACV WR
DENV2
MAYV
ZIKV
CHIKV

Ciclo-oxigenase-2
Ciclo-oxigenase
Ultravioleta
Fator Nuclear Kappa B
Metaloprotease 9 da matriz
Kappa B
Proteina quinase 1 ativada por mitogeno
Fator de necrose tumoral
Janus Quinase
Transdutores de sinal e ativadores de transcri¢do 3
Inibidor de kB
Células BV2
Oxido nitrico
Espécie reativa de oxigénio
Indutor da Oxido nitrico sintase
2,2-difenil-1-picrilhidrazil
Relatorio de Plantas Medicinais de Interesse do SUS
Relacdo Nacional de Medicamentos Essenciais
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
Cromatografia liquida de alta eficiéncia
Cromatografia em camada delgada
Cromatografia gasosa
Fragmentacao de segunda ordem
Virus Vaccinia
Dengue virus tipo 2
Mayaro virus
Zika virus

Chikungunya virus



Sumario

(0] 516 07-Y 0 TSN 10
2 REFERENCIAL TEORICO.......cooucveeeeeeeeeeeieeseeseseesssssessses s 11
2.1 FAMILIA BIGNONIACEAE ......cooveveeeeeeieveeeesees s 11
2.2 FLAVONOIDES .......ooovvecieeieeeeeieseesseeseesess s ssssss s sssss s anss s 12
2.3 Fridericia chica (Bonpl.) L. G. LONMANN...........ccoovviiiiiiieeeceeeeees 14
2.4 COMPOSICAO QUIMICA ... 15
2.5 PROPRIEDADES FARMACOLOGICAS .......oovverveeeesreseesiessesissiessesssennees 18
2.6 CONTROLE DE QUALIDADE DE FITOTERAPICOS.........ccoocovvvrvenrinre, 23
3. OBIETIVOS ..o es s anansenees 24
4. OBJETIVOS ESPECIFICOS .......ovoveeveeissiesseeeieeseissesessessess s 24
5. MATERIAIS E METODOS.......o.oovieeeeeeieseieseesiosseessessessssssessssssssesssssssssensees 24
5.1 MATERIAL VEGETAL ....vvvivceeeeeeeeeeeseeeseseeeseesssssessies s sesaes s nsee s 24
5.2 REAGENTES E PADRAQ DE REFERENCIA .........cooomveiereereeeesreeiensienieenes 24
5.3 PREPARO DOS EXTRATOS ....coovviveereeeeeveeeessiesseessesssisseesssssssesssnsesssensees 24
5.4 EQUIPAMENTOS ......oovtciieeieeeeeeeieseeeseseee e sssen s ssss s ansnsenoes 24
5.5 DETERMINACAO DE FLAVONOIDES NAS FOLHAS DE F. chica........... 25
5.6 CONSTRUCAQ DA CURVA DE CALIBRACAO. .......ccccooveerererreerenrenrnens 25
6. RESULTADOS E DISCUSSAOQ .....oooveeieeeereieeeeeieeieeeese s ses s 26
T.CONCLUSAO. ...ttt 30
B.REFERENCIAS ..ottt es ettt 31
N1 =5 OO 36



1.INTRODUCAO

A Fridericia chica (Bonpl.) LG Lohmann é uma trepadeira que pertence a familia
Bignoniaceae, sendo encontrada em regides tropicais, como o Brasil, mas também esta
distribuida em paises como Guiana e Guiana Francesa. E uma planta popularmente
utilizada para fins terapéuticos, como no tratamento de diarreia, infecgGes, anemia, dores
intestinais e cicatrizagdo de feridas cutaneas (CHAPMAN et al, 1927). E conhecida como
fonte de flavonoides, principalmente 3-desoxiantocianidinas. Diversos fenolicos,
antraquinonas, esterdides, triterpenos e saponinas também foram identificados nesta
espécie ( DEVIA et al., 2002; LIMA et al., 2020).

A medicina natural é uma pratica que ao longo dos anos vem se desenvolvendo
cada vez mais, devido ao seu grande uso pela populacdo mundial. Sabe-se que muitos
farmacos que ja estdo no mercado possuem como principio ativo algum composto natural
ou até mesmo partes das proprias plantas (CORREA et al, 2008). Portanto, a relacio entre
natureza e salde € de suma importancia, principalmente no Brasil onde se encontra a

Amazonia, que possui a maior diversidade de flora no mundo.

Efeitos bioldgicos e farmacoldgicos de diferentes extratos e fracdes da Fridericia
chica tém sido relatados, principalmente no Brasil, e incluem hepatoprotecdo (extrato
hidroetano6lico), antimicrobiano (extrato diclorometano), cicatrizante (extrato etandlico),
antiinflamatério (extrato aquoso), e propriedades antioxidantes (fracdo cloroférmio)
(OLIVEIRA etal., 2009; ARO et al., 2013b ; DOS SANTOS et al., 2013 ; MAFIOLETI
et al., 2013). Extratos isolados de suas folhas tém sido usados para tratar diarreia, célica
intestinal, inflamacédo uterina, anemia, leucemia, feridas na pele, psoriase , impoténcia,
Ulceras e pioderma , conjuntivite e para desinfetar partes intimas de mulheres ( BORRAS,
2003 ; OLIVEIRA et al., 2009 ; SIRAICHI et al., 2013).

Chapman e colaboradores foram os pioneiros na detec¢do de flavonoides nas
folhas da Fridericia chica, isolaram dois pigmentos 3-desoxiantocianidinas, carajurina e
carajurona, cuja estrutura foi elucidade por Zorn e colaboradores e estao representadas na

figura 1 e figura 2.
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FIGURA 1: Estrutura da carajurina

FONTE: CRUZ et al, 2022.

FIGURA 2: Estrutura da carajurona

FONTE: CRUZ et al, 2022.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 FAMILIA BIGNONIACEAE

A familia Bignoniaceae é dividida em oito tribos e dentre essas tribos podemos
encontrar trés delas no Brasil, sendo eles a Bignonieae, Crescentieae e a Tecomeae, sendo
diferenciadas de de acordo com a morfologia do seu fruto e pelo habito da planta
(BUREAU; SCHUMANN, 1987; GENTRY, 1980 apud SOUSA LIMA 2018).

Segundo Gentry, a familia Bignoniaceae é a de maior relevancia nos tropicos das
Américas, dessa forma, compreende uma boa fonte de estudo para compreender de forma

mais ampla sobre a diversividade das plantas tropicais.
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A maior parte das espécies da familia Bignoniaceae se encontram no continente
Africano e no Brasil, pois sdo regides tropicais e subtropicais no qual essa familia se
adapta. No entanto, ndo existe somente um habitat onde as espécies dessa familia
crescem, estdo amplamente distribuidas na regido amazénica, mas também podemos
encontrar no Cerrado, Mata Atlantica, bem como toda a regido sul do Brasil (PAULETTI
et al, 2003).

2.2 FLAVONOIDES

Os flavonoides, biossintetizados a partir da via dos fenilpropanoides, constituem
uma importante classe de polifendis presentes em relativa abundancia entre os
metabolitos secundarios de vegetais. Uma substancia fendlica ou polifendlica é aquela
que possui um ou mais nucleos aromaticos contendo substituintes hidroxilados e/ou seus

derivados funcionais ésteres, éteres, glicosideos e outros (SIMOES et al., 2017).

Os flavonoides sdo substancias do metabolismo secundario dos vegetais e
possuem importante acdo farmacoldgica, pois podem atuar na prevencdo de doencas
degenerativas. Apds anos de estudos, foram encontradas diversas atividades bioldgicas
relacionadas aos flavonoides e dentre essas atividades podemos dar énfase nos efeitos
antioxidantes, anti-inflamatdrios, acéo vasodilatadora, acdo contra a evolu¢do de tumores
entre outros (PETERSON et al, 1998).

A distribuicdo dos flavonoides vai depender principalmente do tipo de familia,
género e da espécie, por exemplo, os flavonoides encontrados nas folhas podem
apresentar diferencas estruturais daqueles presentes nas flores, nos galhos, raizes e frutos.
Assim, em uma mesma planta um anico flavonoide pode ser encontrado em diferentes
quantidades dependendo do 6rgéo vegetal (MICHEL et al., 2008).

A estrutura bésica de um flavonoide consiste em um nucleo fundamental,
constituido de quinze atomos de carbono arranjados em trés anéis (C6-C3-C6), sendo dois
anéis fendlicos substituidos e um pirano acoplado ao anel. Esta estrutura pode ser

observada na figura 3
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FIGURA 3 — Estrutura basica dos flavonoides

FONTE: NOGUEIRA 2017

Quimicamente, os flavonoides e isoflavonoides sdo doadores de elétrons. Eles
apresentam estruturas quimicas conjugadas em anel B, ricas em grupos hidroxilas, que
tem potenciais a¢des antioxidantes por reagirem e inativarem anions superoxido, oxigénio
singleto, radicais peroxido de lipidios e/ou estabilizando radicais livres envolvidos no
processo oxidativo através da hidrogenacdo ou complexacdo com espécies oxidantes
(BIRT et al, 2001).

Pode-se observar a acdo antioxidante dos flavonoides ao analisarmos as equacoes

abaixo:
Flavonoide (OH) + Re > flavonoide (O¢) + RH
Flavonoide (OCH3s) + Re > flavonoide (O¢) + RCH3

As diferencas na atividade antioxidante de flavonoides por polihidroxilacdo ou
polimetoxilacdo ocorrem, provavelmente, devido a diferencas nas configuracbes
estruturais dos radicais livres. Apds a doacdo de radicais H e metila pelos flavonoides
esses radicais livres perdem sua reatividade, dessa forma ndo sdo capazes de atacar
biomoléculas do organismo (BIRT et al, 2001).

Além de sua atividade antioxidante, os flavonoides podem ser eficazes anti-
inflamatdrios, e isso ocorre devido ao bloqueio aos processos biosintéticos dos
eicosandides. O mecanismo no qual os flavonoides blogueiam as enzimas ciclooxigenase
e lipoxigenase vem sendo intensamente pesquisado. Flavonoides como a quercetina e a
apigenina tém demonstrado possuir a¢do anti-inflamatoria por causar a inibigdo da COX2

e de oxido nitrico sintase (MUTOH et al., 2000). Segundo Friesenecker, Tsai, Intagliatta,
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(1995), flavonoides, como a quercetina e a luteolina, podem reduzir a ativacdo do sistema
complemento, diminuindo a adesdo de células inflamatdrias ao endotélio, resultando em

uma reducdo da resposta inflamatoria.

2.3 Fridericia chica (Bonpl.) L. G. Lohmann

A Fridericia chica é conhecida popularmente no Brasil como pariri, carajiru,
carajunu, cajuru, piranga, paripari, oajuru-piranga, oajuru, guarajuru, guarajuru-piranga,
cuica, cipb-pau, cipo-cruz, coa-piranga, chica, china, entre outros (PAULETTI 2003;
LOHMANN 2015; CORREA 1984). A F.chica foi descrita pela primeira vez como
Arrabidaea chica da divisdo Mannoliophyta, classe Magnoliopsida, subclasse Asteridae,
ordem Scrophulariales, familia Bignoniaceae e género Arrabidaea, porém houveram
algumas mudancas taxondmicas incluindo vérias espécies do género Arrabidaea no
género Fridericia (LOHMANN, 2015).

A Fridericia chica é uma espécie encontrada em locais de clima mais quente,
pertence a familia Bignoniaceae e suas folhas sdo empregadas popularmente no
tratamento de colica intestinal, diarreia com sangramento, anemia, inflamagao uterina e
de feridas cutdneas como cicatrizante. Na medicina tradicional sdo usadas também no
tratamento de enfermidades da pele como psoriase, impingem, Ulceras e piodermites.
Segundo relatos, algumas tribos indigenas faziam uso do infuso das folhas no tratamento
da conjuntivite aguda e sob a forma de cataplasma contra o ataque de insetos. F. chica é
utilizada na Amazénia como anti-inflamatéria, adstringente e na desinfeccdo das partes
intimas da mulher (CHAPMAN et. al, 1927; CORREA, 1984; OLIVEIRA et al., 2009;
KALIL FILHO et al., 2000).

A espécie apresenta-se como uma liana lenhosa, arbustiva ou arborea e também
trepadeira (JOLY, 1993). Possui folhas compostas, bi ou trifolioladas, penaticompostas
do tipo imparipenadas, de foliolos glabros, oblongo-lanceolados, com glandulas esparsas
e com fitotaxia tipo oposta distica, como pode-se observar na figura 4. Sua cuticula €
estriada e os estdmatos sdo anisociticos. As flores sdo campanuladas réseo-lilacinas
dispostas em paniculas terminais, medindo entre 18 e 20 cm de comprimento. O fruto tem
0 aspecto de uma cépsula linear, alongada, aguda em ambos os lados, glabra e castanho-

ferruginea, com uma nervura média saliente nas valvas e sementes ovdides
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(ALBUQUERQUE, 1980; CORREA, 1984; VAZQUEZ-YANES & SEGOVIA, 1993;
VIEIRA & SILVA, 2002). A fixacdo ao substrato é feita através de folhas modificadas
denominadas gavinhas, consideradas 6rg&os de suporte do vegetal (CORREA, 1984). O
caule apresenta estruturacao reticulada de parénquima e esclerénquima junto aos tecidos

condutores e aos cristais prismaticos na medula (VIEIRA & SILVA, 2002).

FIGURA 4 — Folhas da Fridericia chica

FONTE: MEDEIROS 2011

2.4 COMPOSICAO QUIMICA

Os flavonoides sdo os metabdlitos secundarios mais abundantes na Fridericia
chica, dentre eles podemos destacar as antocianinas que estdo presentes nesta planta na
forma de 3-desoxiantocianinas. A presenca dessas substancias na planta exerce o papel
de auxiliar no crescimento e desenvolvimento, protecdo UV, dispersdo de sementes e
promove a polinizacdo, além de ser um mecanismo de defesa (BUER CS et al, 2010). A
cor avermelhada do cha dessa planta é devido a presenca de 3-desoxiantocianinas, onde

podemos destacar as duas principais substancias, carajurina e carujurona, mas também
existem outras substancias em menor quantidade como 3'-hidroxi-carajurona, 3'-hidroxi-
carajurina, 6,7,3',4'-tetra-hidroxi-5-metoxiflavilio e 6,7,4'-trihidroxi-5-metoxiflavilio

(DEVIA B et al, 2002).

Foram detectados 39 flavonoides na espécie da Fridericia chica, cuja sua forma
molecular e estrutura quimica foram propostas. Dos flavonoides identificados na planta,
37 tinham massas molares e dados espectrais compativeis com substancias ja conhecidas.

15



Vicenina Il, apigenina e luteolina também foram isoladas desta espécie e alguns
flavonoides que foram isolados foram relatados pela primeira vez na Fridericia chica
como 6-Hidroxiluteolina-O-(6" - O - feruloil)-glucopiranosido (1) e O -acetil-
escutelareina- O - ramnosilgaloil 3,5-dimetil éter (2). As substancias 1 e 2 séo
possivelmente substancias novas cujo o espectro UV pode ser observado na figura 5, e as
estruturas das substancias estdo representadas na figura 6. Dados obtidos neste trabalho
sugerem que eles sdo derivados de luteolina e escutelarina. Nas figuras 7 e 8 pode-se
observar o espectro MS? das substéancias 1 e 2. (CRUZ et al, 2022).

FIGURA 5 - Espectros UV (200-400 nm) de flavonoides 6-
Hidroxiluteolina- O -(6" - O - feruloil)-glucopiranésido (Comp.1) e O -acetil-

escutelareina- O - ramnosilgaloil 3,5-dimetil éter (Comp.2).
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FONTE: CRUZ et al, 2022
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FIGURA 6 — Estruturas das substancias 1 e 2 respectivamente
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FIGURA 7 - Espectro MS 2 substancia 2 e sua estrutura presente no extrato
etanolico de folhas de F. chica.
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FIGURA 8 — Espectro MS 2 substancia 1 e sua estrutura presente no extrato etanolico
de folhas de F. chica .

1043 Comp. ] o

177.0540 *

5 | ~
Dy e — I -1 0
200 400 GO0 miz

OH

FONTE: CRUZ et al, 2022.

2.5 PROPRIEDADES FARMACOLOGICAS

A ocorréncia expressiva de flavonoides nas folhas de Fridericia chica explica em
grande medida a ampla gama de acOes terapéuticas atribuidas a esta espécie. Inimeras

revisdes de literatura sobre flavonoides reportam suas atividades farmacoldgicas, tais
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como anti-inflamatdria, antimicrobiana, antihipertensiva, analgésica, antiviral entre
outros (CHAGAS, 2016).

O uso de plantas como medicamento ocorre em muitas sociedades tradicionais
(CHAGAS, 2016). Portanto, é importante estimular estudos cientificos que comprovem
0 conhecimento popular existente sobre as plantas e sua eficacia no tratamento de doencas
(FEIJO et al, 2012). Nesse sentido, varios estudos tém sido realizados com diferentes
extratos das folhas de F. chicaa fim de comprovar a eficacia da planta para os fins

terapéuticos para os quais € utilizada popularmente.
e Atividade anti-inflamatoria

A participacdo da inflamacdo na fisiopatologia de multiplas doencas estimula o
constante desenvolvimento de anti-inflamatdrios, sendo a natureza uma importante fonte
de plantas com potencial terapéutico a ser explorado (PLACHA et al, 2021; TASNEEM
et al, 2019). Plantas como a Aloe vera tém demonstrado eficacia no controle da resposta
inflamatdria e sdo consideradas pelo sistema publico de saude brasileiro como uma opcéo
de tratamento (RENAME, 2014). Os flavonoides, uma classe de metabdlitos secundarios
pertencentes ao grupo dos compostos fenolicos, sdo agentes anti-inflamatérios e podem
atuar bloqueando a cascata do acido araquiddnico através da inibicdo das vias COX e
lipoxigenase (CHI YS et al, 2001; JANG DS et al, 2002). A espécie Fridericia chica é
utilizada na medicina tradicional como agente anti-inflamatorio, o que foi confirmado em
diversos estudos com diferentes extratos preparados a partir das folhas desta planta
(OLIVEIRA et al, 2009; ZORN et al, 2001; MICHEL et al, 2015).

Ap0s alguns estudos realizados com os extratos das folhas da Fridericia chica,
observou-se que as 3-desoxiantocianidinas identificadas na espécie sdo as principais
responsaveis pela sua atividade anti-inflamatoria (BATALHA et al, 2022). Em 2001,
Zorn e colaboradores demonstraram que tanto o extrato lipofilico das folhas de Fridericia
chica (200 mg/mL) quanto um de seus componentes isolados (carajurina) na
concentragdo de 500 pM tiveram a capacidade de inibir completamente o fator nuclear
kappa B (NF-«kB), que é responsavel pela transcri¢ao de genes que codificam diversos
mediadores pro-inflamatorios e que participa da patogénese de doencas como a esclerose

maultipla.

Outros estudos realizados com as folhas da Fridericia chica foram realizados a

fim de comprovar sua atividade anti-inflamatoria, como a da angiogénese inflamatéria
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(MICHEL et al, 2015). Os derivados da flavona escutelareina, que foram identificados no
extrato hidroetandlico desta espécie, foram associados a reducao de parametros ligados a

resposta inflamat6ria no modelo de mucosite intestinal (TAKENAKA et al, 2020).

Os extratos de folhas de F. chica consistem em uma grande variedade de
compostos flavonoides, como flavonas e flavondis. Em relacdo a essa classe, o que a
literatura relata sobre seus potenciais biologicos é extensa, com um total de 14
flavonoides de extratos de folhas de F. chica demonstrando suprimir a inflamagédo por
meio de diferentes vias de sinalizacdo celular. Um exemplo ¢ a luteolina, uma flavona
que demonstrou interagir com varios alvos inflamatdrios, como a metaloprotease 9 da
matriz (MMP9) e a proteina quinase 1 ativada por mitégeno (MAPK1) (HUANG et al,
2020). Crisoeriol, outra flavona, melhora o edema de orelha induzido por TPA em
camundongos, e sua inibi¢do das vias JAK2/STAT3 e IkB NF-«kB estd envolvida nos
efeitos anti-inflamatoérios (WU et al, 2020). A hispidulina, uma flavona encontrada em
varias plantas, entre elas em F. chica , foi avaliada por Yu e colaboradores em relagdo a
protecdo contra a neuroinflamacédo usando a linhagem celular imortalizada da microglia
murina BV2 (células BV2). Demonstrou-se que a hispidulina inibe a producdo de NO e
ROS, que suprimem a expressao das enzimas relacionadas a inflamagéo iNOS e COX-2
de maneira dose-dependente (MURAKAMI et al, 2007).

e Atividade antioxidante

Os antioxidantes sdo compostos capazes de retardar, prevenir ou remover danos
causados pelo desequilibrio redox e, assim, regular o desenvolvimento do estresse
oxidativo (HALLIWELL, 2015). O grande nimero de efeitos adversos observados com
0 uso de antioxidantes sintéticos tem impulsionado a busca por outras alternativas, entre
elas substancias isoladas de produtos naturais (AUGUSTYNIAK et al, 2010;
ARULSELVAN et al, 2016; KRISHNAIAH et al, 2011). Os principais antioxidantes
presentes nas plantas sdo os compostos fenolicos, que representam uma familia de
metabolitos secundarios com a propriedade de interromper reacdes em cadeia causadas
por radicais livres, doando atomos de hidrogénio ou elétrons (DURAZZO et al, 2019;
MARK et al, 2019; CALEJA et al, 2017). A este grande grupo de compostos pertencem
varios dos flavonoides, que estdo presentes em plantas medicinais como a espécie F.
chica (BATALHA et al, 2022).
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O potencial antioxidante da F. chica ja foi avaliado em diversos estudos. Em
2012, Do Amaral e colaboradores identificaram a presenca de compostos fenélicos em
um extrato etanolico das folhas dessa planta. A propriedade anti-inflamatoria das 3-
desoxiantocianidinas, que sdo pigmentos fendlicos com capacidade de estabilizar os
radicais livres por meio da doacdo de radicais de hidrogénio, foi proposta por Zorn et
al. em 2001. Porém, a capacidade antioxidante desses flavonoides foi identificada bem
mais tarde, por Do Amaral et al. em 2012, e posteriormente confirmado por Dos Santos
et al. em 2013. Outro achado importante, sugere a capacidade do extrato aquoso das
folhas de F. chica em induzir a translocacdo nuclear de DAF-16 de maneira proeminente,
sugerindo assim o potencial desse extrato na regulacéo do estresse oxidativo (BATALHA
et al, 2022).

Como ja mencionado, os flavonoides sdo compostos fendlicos que apresentam
grande potencial antioxidante. Entre eles estdo as flavonas, cuja capacidade antioxidante
esta relacionada a presenca de grupos hidroxila livres em seus anéis A e B (DURAZZO
et al, 2019). Luteolina, uma das flavonas mais abundantes, foi identificada por Do
Amaral et al. (2012), que avaliaram a atividade antioxidante do extrato etanolico das
folhas de F. chicana presenga do radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil)
usando Gingkgo bibola como controle positivo e demonstraram que a capacidade
antioxidante do extrato de F. chica é superior. Este efeito antioxidante foi atribuido
principalmente as flavonas luteolina e apigenina. Em 2015, Gemelli et al. confirmaram
a presenca de luteolina no extrato aquoso das folhas de F. chica e demonstraram seu
potencial antioxidante por ensaio de dano ao DNA em células CHO (células de ovario de
hamster) (DO AMARAL et al, 2012).

As folhas de Fridericia chica possuem alto teor de flavonas junto com a presenca
de apigenina, com alta atividade antioxidante (FIDELIS et al, 2018), conforme
evidenciado por Siraichi et al. em 2013, confirmando o que ja havia sido proposto por Do
Amaral et al. em 2012. Outra flavona importante identificada no extrato das folhas de F.
chica é a escutelarina e escutelareina, que estdo presentes em outras plantas medicinais
como Scutellaria barbata e S. lateriflora . A escutelarina é uma forma glicoronidica da
escutelareina, o que significa que, embora ambas as moléculas apresentem atividade
antioxidante, a forma aglicona (escutelareina) tem uma atividade mais forte (L1U et al,
2018).
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Em 2009, o Ministério da Saude do Brasil publicou uma lista de 71 espécies que
fazem parte do Relatério de Plantas Medicinais de Interesse do SUS (RENISUS); F.
chica esta entre eles devido a grande quantidade de evidéncias cientificas que apontam
para seus diferentes efeitos bioldgicos. Um dos efeitos bioldgicos mais importantes desta
espécie é o efeito antioxidante, que pode contribuir para o controle e prevencdo de
doencas degenerativas, conforme ja mencionado. Incentivo ao desenvolvimento de
pesquisas relacionadas a F. chica é fundamental para sua incluséo na lista de fitoterapicos
prescritos nos servicos de saude brasileiros, por meio da qual ja estdo disponiveis doze
fitoterapicos que fazem parte da Relacdo Nacional de Medicamentos Essenciais
(RENAME).

e Efeito citotdxico e atividade antiviral

A atividade antiviral desta espécie foi relatada pela primeira vez por Brandao e
WR). O mesmo estudo relatou as atividades antivirais dos extratos etanolicos de outras
oito espécies desta familia. Os melhores resultados para as atividades antivirais foram
obtidos para os extratos de folhas da espécie Arrabidaea ternatum (ECsode 8,1
mg/mL), Arrabidaea samydoides (ECso de 37,1 mg/mL) e Disctella elongata (ECso de
4,6 mg/mL) contra VACV WR (CRUZ et al., 2022).

O efeito citotoxico do extrato etandlico foi avaliado em culturas celulares Vero,
LLC-MK2 e MRC-5. O extrato apresentou baixa citotoxicidade, com CC50 valores >
296,7 ng/mL. Estudos anteriores j& relataram baixa toxicidade para extratos desta espécie.
O extrato mostrou atividade antiviral contra DENV 2, MAYV e ZIKV, com CE50 valores
variando de 30,1 a 40,9 ug/mL (Figura 9). O melhor resultado foi obtido contrao MAYYV,
com um CES50 de 30,1 pg/mL e um IS de >13,3. A atividade antiviral desta espécie contra
0 virus Herpes simplex tipo 1 e o virus Vaccinia ja foi relatada anteriormente
(BRANDAO et al., 2010)
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FIGURA 9 - Curvas dose-resposta para atividade antiviral do extrato etandlico das folhas de
Fridericia chica contra os virus Dengue (DENV-2), Zika (ZIKV), Mayaro (MAYV) e
Chikungunya (CHIKV).
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2.6 CONTROLE DE QUALIDADE DE FITOTERAPICOS

Uma etapa crucial na producdo de um medicamento fitoterapico é uma analise
minuciosa de controle de qualidade. De acordo com a RE 14/2010 da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), o medicamento fitoterapico é aquele que faz o uso
exclusivamente de matérias-primas ativas vegetais. Portanto, esses medicamentos devem
conter garantia de sua qualidade, efeitos terapéuticos comprovados, composicdo

padronizada e seguranca de uso para a populagéo.

O emprego de técnicas cromatograficas e analiticas que permitam a separacao e o
isolamento de substancias de um extrativo vegetal mostra-se necessario tanto para o
conhecimento da composicdo quimica, do principio ativo e/ou da substancia toxica de
uma planta, como também para a determinacdo de uma substancia, ou grupo de
substancias, que sirva como marcadora daquela espécie, para controle qualitativo e
quantitativo da droga, propiciando a padronizacdo do material vegetal e produtos
relacionados (Drasara & Moravcova, 2004; Famei et al., 2006; Liu et al., 2007). A
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) pode promover rapidez, alta
sensibilidade e seletividade e € uma técnica bastante utilizada para o controle de qualidade
de medicamento fitoterapicos. A CLAE pode proporcionar a identificacdo da presenca de
marcadores e de outros compostos, oferecendo uma carcacterizagdo completa da planta

ou do produto analisado além de permitir a distin¢éo entre espécies proximas. Além da
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CLAE pode-se utilizar também a cromatografia em camada delgada (CCD) e a
cromatografia gasosa (CG) (DRASAR & MORAVCOVA, 2004; LIU et al., 2007).

3. OBJETIVOS

Quantificacao de flavonoides totais em extrato etanolico de Fridericia chica com

potencial efeito anti-arbovirus.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS
Determinacéo de flavonoides por CLAE/ UV
Andlise do extrato por RMN ' H e HSQC

5. MATERIAIS E METODOS

5.1 MATERIAL VEGETAL

A F. chica foi coletada em Caratinga, Minas Gerais, Brasil. A espécie foi
identificada pelo Dr. J. A. Lombardi, Departamento de Botanica, Instituto de Biociéncias,
UNESP, Rio Claro, Brasil. Um exemplar do comprovante esta depositado no
BHCB/UFMG, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil, sob o nimero 23859.

5.2 REAGENTES E PADRAO DE REFERENCIA

Os solventes utilizados na quantificacdo dos flavonoides nas folhas de F. chica
foram todos de grau analitico: acetona p.a (Proquimios), etanol 92,8° (Ciclo Farma)
metanol p.a (Isofar), Piridina 99,0% (CRQ), acido acético glacial p.a (Proquimios), acido
cloridrico p.a (Vetec), cloreto de aluminio hexahidratado 99,5% (Riedel-de Haén),
hexametilenotetramina 99,3 % (Exodo cientifica). Como padrdo para flavonoides foi

utilizada quercetina (Merck), com grau de pureza de 99,5%.
5.3 PREPARO DOS EXTRATOQOS

As folhas foram secas em estufa ventilada, a 40°C. Apds a secagem, foi feita
a moagem e acondicionamento do p6 em frascos de vidro. Os extratos foram extraidos
do pdé com etanol 96°C. As solucbes organicas foram concentradas por destilacdo em

evaporador rotatorio.
5.4 EQUIPAMENTOS

Foram empregados nas analises espectrofotbmetro UV-M51 (Bel), cubeta de

quartzo com caminho oOptico de 10 mm (Sigma), manta aquecedora (WEA), e triturador
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industrial (Manesco & Ranieri). Em todos os parametros foram utilizadas balancas e

vidrarias analiticas.
5.5 DETERMINACAO DE FLAVONOIDES NAS FOLHAS DE F. chica

Para determinagdo dos flavonoides totais nas folhas de F. chica utilizou-se a
metodologia descrita na monografia de Calendula officinalis da Farmacopéia Brasileira
62 edicdo e a metodologia adaptada por Sobrinho e colaboradores, 2008. Foram pesados
20,0 g das folhas pulverizadas que foram percoladas exaustivamente com etanol 92,8°. O
extrato etandlico foi concentrado por destilacdo do solvente em evaporador rotatorio, sob
pressdo reduzida a 50°C. O extrato foi transferido para frasco previamente pesado e
submetido a secagem em estufa a 50°C para completa remocéo do solvente. O extrato foi

pesado e o rendimento extrativo foi calculado.

Para a hidrolise dos flavonoides foram pesados 100 mg do extrato das folhas de
F. chica que foram transferidos para um baldo de fundo redondo 50 mL. Foram
acrescentados 1 mL de solucéo aquosa de metenamina 0,5% (p/v), 20 mL de acetona e 2
mL de &cido cloridrico concentrado, que foram aquecidos em manta aquecedora sob
refluxo durante 30 minutos. A mistura foi filtrada para um baldo volumétrico de 50 mL e
o residuo foi lavado com 20 mL de acetona e o volume do baldo foi completado com
acetona. A analise foi realizada em triplicata.

Em seguida, foi pipetado 1 mL do extrato de cada triplicata para baldes
volumétricos de 25 mL, onde foram adicionadas aliquotas de 0,6 mL de &cido acético
glacial, 10 mL de solu¢do metandlica de piridina 20% e 2,5 mL de solucdo de AICIz em
metanol 50 g/L, os volumes dos balGes foram completados com &gua destilada. As
triplicatas foram mantidas sob abrigo da luz e em temperatura ambiente por um periodo
de 30 minutos e as leituras foram realizadas em espectrofotémetro a 420 nm, em cubeta

de quartzo com 10 mm de caminho éptico.
5.6 CONSTRUCAO DA CURVA DE CALIBRACAO

Foram preparadas solu¢des com seis concentracdes (6,0; 8,0; 10,0; 12,0; 16,0; e
20,0 pg/mL), a partir da solucdo padrédo de quercetina a 0.5mg/mL. Aliquotas desta
solugéo (0,6 mL; 0,8mL; 1,0 mL; 1,2 mL; 1,6 mL e 2,0 mL) foram transferidas para

baldes de 50 mL em triplicata. A cada baldo foram adicionados 1,2 mL de &cido
acetico glacial, 20,0 mL de solucdo metandlica de piridina a 20% e 5,0 mL da solugéo de

cloreto de aluminio hexahidratado em metanol 50 g/L e o volume dos bal6es completado
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com &gua destilada, obtendo-se concentracdes finais de 6 a 20 pg/mL. Os baldes

permaneceram por 30 minutos a temperatura ambiente sob abrigo da luz. As leituras das

solucdes padrdo foram realizadas em espectrofotdmetro a 420 nm, foi utilizada agua

destilada como solugéo-branco.
6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Rendimento da extragéo

Tabela 1: O rendimento do extrato etanolico obtido na percolacdo a frio com

etanol 92,8°
Material vegetal Massa () Extrato(g) Rendimento(%b)
Fridericia 20,0 1,012 5,06
chica

Para determinacdo dos flavonoides totais nas folhas de F. chica foi construida

uma curva de calibragdo com concentracdes conhecidas de quercetina. Os valores das

absorbancias obtidos para cada concentracdo estdo apresentados na tabela 2.

Tabela 2: Concentracgdes (ng EQ/mL) e medidas das absorbancias utilizadas para

a construcdo da curva de calibragéo.

Concentracédo (ug EQ/mL)

Absorbéancia (420 nm)

6,0 0,412
8,0 0,558
10,0 0,681
12,0 0,873
16,0 1,100
20,0 1,371
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FIGURA 10 — Curva de calibracdo construida com concentragdes de 6 a 20 g

EQ/mL a 420 nm.
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O coeficiente de determinago obtido para a curva de calibragio R? foi de 0,9996,
sugerindo que a curva de calibracdo pode ser utilizada com seguranca para a determinacgéo

de flavonoides totais nas amostras. A equacao de correlacao foi Y=0,0684x + 0,0064.

Os valores das absorbancias das concentracdes de flavonoides totais das triplicatas
dos extratos das folhas de F. chica estdo apresentados na tabela 3. Os calculos foram
realizados utilizando a equacdo resultante da curva de calibracdo com o padrdo de

quercetina e os resultados foram expressos em g equivalentes de quercetina por mililitro
pg EQ/mL.

Tabela 3 : Valores de absorbancia, diluigdo e concentracdo de flavonoides totais
(ug EQ/mL) obtidos.

Amostra | Absorbancia | Concentracdo | Diluicéo Concentracdo final de
(420 nm) de flavonoides flavonoides totais (ug

totais (Hg EQ/mL)
EQ/mL)

Al 0,490 7,07 1:25 176,75

A2 0,420 6,05 1:25 151,25

A3 0,437 6,29 1:25 157,25

Média 0,449 6,47 1:25 161,75 £ 13,33
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A média dos resultados obtidos para a concentragdo de flavonoides totais na
solucéo do extrato das folhas de F. chica foi de 161,75 + 13,33 pg EQ/mL.

Célculos da concentracdo média de flavonoides totais presentes nas folhas de F.

chica
20,09 de material vegetal = 1,012g de extrato
1,976 g de material vegetal = 0,100 g de extrato
1,000 g de material vegetal = 0,0506g de extrato
1 mL de extrato hidrolisado = 161,75 + 13,33 ug

50 mL de extrato hidrolisado = 8,0875 mg de flavonoides (correspondente a 100
mg de extrato ou 1,976 g de material vegetal)

1,000 g de material vegetal (correspondente a 50,6 mg de extrato) = 4,09 + 0,34
mg/g de flavonoides equivalentes a quercetina nas folhas de F. chica.

Os flavonoides sdo compostos polifendlicos comumente encontrados em extratos
dessa espécie. Dados da literatura sugerem que esses compostos sdo responsaveis pelas
atividades bioldgicas descritas para extratos dessa espécie vegetal (CRUZ et al, 2022). A
quantificacdo dos flavonoides totais foi realizada por espectrometria UV. Nessas analises,
0 AICI s foi utilizado como agente para promover o deslocamento batocrémico. O céation
aluminio forma complexos estaveis com os flavonoides presentes na amostra,
promovendo um aumento na absorcdo de UV. Nas amostras deste estudo, a concentracao

média de flavonoides totais presentes nas folhas de F. chica foi de 4,09 + 0,34 mg/g de

material vegetal seco.

Caracterizagéo por RMN

Foram realizadas analises por RMN (H ! e HSQC) (Figura 10). No espectro H %,
foram observados sinais de deslocamento quimico (8) entre 12,7 e 13,0 ppm, atribuidos
a hidrogénios ligados a grupos hidroxila quelatos, comuns em flavonoides oxigenados na
posicdo 5. Sinais (0) entre 8,5 ¢ 10,5 ppm foram atribuidos a hidrogénios presentes em
ortodihidroxi sistemas que estdo presentes em flavonoides semelhantes a luteolina e

semelhantes a escutelareina. Sinais (3) entre 6,5 ¢ 7,8 ppm também podem ser observados
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neste espectro, os quais foram atribuidos a hidrogénios presentes em sistemas
aromaticos. Na parte inferior do espectro (3,5 a 4,0 ppm), foram observados sinais (J)

compativeis com hidrogénios presentes em residuos de agucar.

FIGURA 11 — Espectro ' H NMR de flavonoides presentes no extrato etanolico
de folhas de F. chica (!H NMR—400 Hz, ®*C NMR—100 Hz, DMSO-d6, §) e

estruturas das substancias escutelareina e luteolina.

A = Hidrogénios ligados a grupos
hidroxila quelatos

B = Hidrogénios presentes em
sistemas ortodihidroxi

C = Hidrogénios presentes em
sistemas aromaticos

D = Hidrogénios presentes em
A B C D ‘ residuos de aclcar
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FONTE: imagem do autor

No experimento HSQC, foi possivel determinar, por meio de acoplamento
heteronuclear (1J cn ), a presenca de carbonos hidrogenados em 129,0 ppm e 115,0 ppm,
compativeis com um sistema aromatico para-dissubstituido (tipico sistema AA'BB’)
presente em apigenina tipo e flavonoides semelhantes a escutelareina. Além disso, foi

possivel observar sinais (0) de carbono hidrogenado em aproximadamente 94,0 ppm, que
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sdo comuns em flavonas C-8 nédo substituidas. Além disso, foram observados sinais (8)
em aproximadamente 101,0 ppm, que podem ser atribuidos a carbonos anoméricos
presentes em residuos de acucar, e em 104,0 ppm, relacionados a carbonos nao

oxigenados na posicéao 3 das flavonas.

7.CONCLUSAO

As folhas de F. chica séo ricas em flavonoides com 4,09 + 0,34 mg/g de material
vegetal seco, dessa forma, pode sugerir que esta classe de produto natural contribua para
a acao farmacoldgica da espécie. Dados da literatura ja evidenciaram o uso da Fridericia
chica como antimicrobiana, anti-inflamatdria, anti-hipertensiva, anti-tumoral, anti-
parasitaria, entre outros. Portanto, essa espécie pertencente a familia das Bignoniaceae
pode ser considerada uma planta com potencial farmacoldgico, sendo uma possivel

candidata ao desenvolvimento de farmacos fitoterapicos.
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Abstract: Plant extracts are complex mixtures that are difficult to characterize, and mass spectrometry
is one of the main techniques currently used in dereplication processes. Fridericin chica is a species with
medicinal uses in Latin American countries, used in the treatment of inflammatory and infectious
diseases. Extracts of this plant species are characterized by the presence of anthocyanidins. In this
study, using high-resolution mass spectrometry coupled with liquid chromatography, it was possible
to determine the molecular formula of thirty-nine flavonoids. Fragmentation analysis, ultraviolet
spectrum and nuclear magnetic resonance data allowed the partial characterization of the structures
of these compounds. The spectral dataset allowed the identification of a series of flavones in addition
to the desoxyanthocyanidins common in extracts of the species. The occurrence of some of the
proposed structures s uncommon in extracts of species of the Bignoniaceae family, and they are
reported for the first time in the extract of this species. Quantitative analyses of total flavonoids
confirmed the high content of these constituents in the speces, with 4.09 £ 0.34 mg/g of dry plant
material. The extract under study showed low in vitro cytotoxicity with CCsp > 296.7 & 1.4 ug/mlL
for Vero, LLC-MK2 and MRC-5 cell lines. In antiviral activity assays, inhibition of the cytopathic
effects of Dengue, Zika and Mayaro viruses was observed, with ECzp values ranging between 30.1
and 409 ug/ml. The best result was observed against the Mayaro virus, with an ECsp of 301 pg/mlL.

Keywords: Armbidaes chics; Bignoniacese; flavonoids; anti-dengue activity

1. Introduction

Fridericia chica (Bonpl.) L.G.Lohmann (Bignoniaceae) is a climbing plant belonging
to the Bignonieae tribe, popularly used in Latin American countries in the treatment of
infections, diarrhea, anemia, intestinal pain and uterine inflammation and for the healing
of skin wounds [1,2]. Traditionally, it is also used in the production of red coloring, due
to the presence of the 3-desoxiantocianidinas chemical constituents characteristic of this
species [1].

The presence of flavonoids is common in extracts of this species. Chapman and
collaborators were the first researchers to study the leaves of F. dhica, isolating two 3-
desoxyanthocyanidins pigments, carajurin and carajurone, whose structure was fully
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