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RESUMO

A COVID-19 ¢ uma infecgdo respiratéria viral associada a complica¢des inflamatorias graves,
como a lesdo pulmonar aguda (LPA) e a sindrome do desconforto respiratorio agudo (SDRA).
Embora anti-inflamatorios sejam usados no tratamento, seus efeitos colaterais reforcam a busca
por terapias alternativas mais seguras. Produtos naturais, como Fridericia platyphylla,
tradicionalmente usada contra inflamagdes, destacam-se pelo potencial biofarmacolédgico.
Além disso, a avaliagdo da estabilidade das moléculas bioativas ¢ essencial para garantir sua
eficacia terapéutica e seguranga. Portanto, o objetivo deste trabalho foi verificar a estabilidade
das brachydinas, isoladas da fra¢do diclorometanica, avaliar o potencial in silico dessas
substancias frente a0 SARS-CoV-2, e avaliar potencial anti-inflamatorio em lesdo pulmonar
aguda da fra¢do contendo as brachydinas. As brachydinas foram isoladas a partir da partigao
com diclorometano do extrato hidroetandlico das raizes de F. platyphylla e cromatografia em
coluna, e identificadas por espectrometria de massas. Seu potencial anti-SARS-CoV-2 foi
avaliado por docagem molecular com diferentes proteinas-alvo. A estabilidade foi investigada
por termogravimetria, analise de gases evoluidos e fotoestabilidade. Em células A549, avaliou-
se a citotoxicidade frente a fragdo diclorometanica (Fr. DCM). Em modelo celular e murino de
LPA induzida por LPS, foi analisada a atividade anti-inflamatoria da Fr. DCM, onde apos 6
horas de instilagdo, fez-se o tratamento com duas doses de Fr. DCM e ap6s 24 horas da
instila¢do, foram coletados pulmdes e fluido do lavado broncoalveolar para analises de células
inflamatorias, citocinas e edema. A partir da espectrometria de massas, foram identificadas trés
brachydinas (BrA, BrB e BrC). A andlise termogravimétrica indicou perfis distintos de
degradacdo, com maior perda de massa para BrA na etapa 6 (21,94%) e para BrB e BrC na
curva 2 (38,86% e 38,50%). As diferengas sugerem variagdes nos mecanismos de degradagao.
A energia de ativagao (Ea) variou de 135,8 a 159,4 kJ/mol, com BrA apresentando o maior
valor, possivelmente devido a interagdes por ligacdo de hidrogénio. BrC exibiu maior
estabilidade estimada (4 a 5 anos). Em teste de fotoestabilidade, a Fr. DCM apresentou 32,8%
de degradacdo em 14 h de exposi¢do a luz, intensificada para 52,9% com TiO>. Na docagem
molecular, BrC teve melhor afinidade com a proteina Spike ¢ BrA com ECA2, sugerindo
potencial para bloquear a entrada viral. Em células A549, a Fr. DCM manteve viabilidade
celular de 85% na concentracdo de 12,5 pg/mL, observando diferencas significativas apenas
em doses a partir de 25 pg/mL, sendo essas consideradas ideais para os ensaios subsequentes.
Nessas mesmas concentragdes, sob condi¢cdo de inflamagdo induzida por LPS, a Fr. DCM s6
nao foi significativa na dose de 12,5 pg/mL, enquanto a de 25 pg/mL apresentou grande reducao
da viabilidade, principalmente em doses maiores de LPS. Em camundongos BALB/c Fr. DCM
reduziu significativamente as células inflamatorias e citocinas no fLBA, obtendo resultados
préximos ao grupo controle e dexametasona, o edema também foi reduzido pela Fr. DCM nas
duas doses testadas. Esses resultados evidenciam o potencial de F. platyphylla como fonte de
substancias bioativas, com destaque para as brachydinas, que combinam estabilidade com
atividade anti-inflamatoria, reforcando a relevancia do estudo de compostos naturais no
combate a doengas com elevada mortalidade.

Palavras-chave: Brachydinas; Docagem molecular; Anti-inflamatéria; LPS; Citocinas;
Estabilidade.



ABSTRACT

COVID-19 is a viral respiratory infection associated with severe inflammatory complications,
such as acute lung injury (ALI) and acute respiratory distress syndrome (ARDS). Although anti-
inflammatory drugs are commonly used in treatment, their side effects underscore the need for
safer alternative therapies. Natural products such as Fridericia platyphylla traditionally used to
treat inflammation, stand out for their biopharmaceutical potential. Furthermore, assessing the
stability of bioactive molecules is essential to ensure their therapeutic efficacy and safety.
Therefore, the aim of this study was to evaluate the stability of brachydins isolated from the
dichloromethane fraction, assess their in silico potential against SARS-CoV-2, and investigate
the anti-inflammatory potential of the fraction containing brachydins in a model of acute lung
injury. Brachydins were isolated from the dichloromethane partition of the hydroethanolic
extract of F. platyphylla roots using column chromatography and identified by mass
spectrometry. Their anti-SARS-CoV-2 potential was assessed through molecular docking with
various target proteins. Stability was evaluated using thermogravimetric analysis, evolved gas
analysis, and photostability testing. In A549 cells, cytotoxicity of the dichloromethane fraction
(Fr. DCM) was assessed, and in both cellular and murine models of LPS-induced ALI, the anti-
inflammatory activity of Fr. DCM was analyzed. Six hours after LPS instillation, mice were
treated with two doses of Fr. DCM, and after 24 hours, lungs and bronchoalveolar lavage fluid
(BALF) were collected to analyze inflammatory cells, cytokines and edema. Mass spectrometry
identified three brachydins (BrA, BrB, and BrC). Thermogravimetric analysis revealed distinct
degradation profiles, with the highest mass loss for BrA in stage 6 (21.94%) and for BrB and
BrC in stage 2 (38.86% and 38.50%, respectively), suggesting differences in degradation
mechanisms. Activation energy (Ea) ranged from 135.8 to 159.4 kJ/ mol, with BrA exhibiting
the highest value, possibly due to hydrogen bonding interactions. BrC showed the greatest
estimated stability (4 to 5 years). In photostability testing, Fr. DCM exhibited 32.8%
degradation after 14 h of light exposure, which increased to 52.9% in the presence of TiO. In
molecular docking, BrC showed the best affinity for the Spike protein, while BrA had the
highest affinity for ACE2, suggesting potential to block viral entry. In A549 cells, Fr. DCM
maintained 85% cell viability at 12.5 pg/mL, with significant reductions only observed at
concentrations of 25 pug/mL or higher, which were selected for further experiments. At these
concentrations, under LPS-induced inflammatory conditions, Fr. DCM was not effective at 12.5
ug/mL, but showed a strong reduction in cell viability at 25 pg/mL, especially with higher LPS
doses. In BALB/c mice, Fr. DCM significantly reduced inflammatory cells and cytokines in
BALF, showing results comparable to the control and dexamethasone groups. Edema was also
reduced at both tested doses. These findings highlight F. platyphylla as a promising source of
bioactive compounds, particularly brachydins, which combine chemical stability with antiviral
and anti-inflammatory activities, reinforcing the relevance of studying natural compounds in
the fight against high-mortality diseases.

Keywords: Brachydins; Molecular docking; Anti-inflammatory; LPS; Cytokines; Stability.



Integracio da dissertacio aos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS)

Os Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) compdem a Agenda 2030 da
Organizagao das Nagdes Unidas (ONU), com 17 metas globais para erradicar a pobreza,
proteger o meio ambiente e promover qualidade de vida para todos. Esta dissertacdo se alinha
especialmente ao ODS 3: Saude e Bem-Estar, ao investigar as brachydinas (BrA, BrB e BrC) e
a fracdo diclorometanica de Fridericia platyphylla como potenciais agentes terapéuticos para
inflamac¢ao pulmonar causada pela COVID-19 e outras doencas, integrando analises in silico,
in vitro e in vivo. A pesquisa também estd alinhada ao ODS 9: Industria, Inovacdo e
Infraestrutura, por aplicar estratégias computacionais avancadas, como docagem molecular,
visando acelerar a descoberta de farmacos, com foco na geracao de um produto acessivel para
todos e no fortalecimento do desenvolvimento tecnologico e da inovagdo com base em recurso
natural nacional. Além disso, relaciona-se ao ODS 12: Consumo e Produgao Responsaveis, por
adotar abordagens experimentais que reduzem o uso de recursos naturais € a geracao de
residuos, promovendo maior eficiéncia e sustentabilidade no desenvolvimento de novos

compostos bioativos.
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1 INTRODUCAO

Ao longo da historia, surtos de doengas virais t€ém causado aumento das taxas de
mortalidade. Diversas infec¢cdes endémicas evoluiram para pandemias, ameagando a populacao
globalmente. A mais recente pandemia foi causada pelo SARS—CoV-2, o terceiro coronavirus
de origem animal a infectar humanos nos ultimos 20 anos (Christy et al., 2020).

A pandemia de COVID-19, causada pelo SARS-CoV-2, apresentou impacto mundial
sem precedentes, tornando-se uma emergéncia de saide publica de interesse internacional
devido ao seu potencial de dispersdo, nimero de casos graves e Obitos (Bezerra et al., 2021).
Foi identificada pela primeira vez em Wuhan, na China, em dezembro de 2019, e até o final de
2022, foram confirmados 660.300.641 casos € 6.599.916 6bitos no mundo, enquanto no Brasil
foram 36.331.281 casos e 693.853 obitos, no Maranhdao 488.093 casos e¢ 11.034 obitos.
Mostrando assim, a gravidade e a propor¢ao mundial da doenca (Albuquerque, 2024).

A gravidade clinica da COVID-19 esta relacionada, em grande parte, a resposta
inflamatoéria exacerbada desencadeada pela infecgdo, e os sintomas incluem febre alta, tosse
persistente e dificuldade respiratoria (Zhang et al., 2020).

A inflamacao € uma resposta fisiologica complexa do sistema imunolédgico frente a
patogenos ou lesoes. Quando a resposta inflamatdria ¢ eficiente e equilibrada, resulta em uma
evolugcdo benigna da doenga, contudo, quando excessiva, desencadeia um aumento dos
mecanismos inflamatorios e uma “tempestade” de citocinas (Brandao et al., 2020). Nos casos
graves de infec¢do pelo coronavirus, essa resposta exacerbada levam ao quadro de lesdo
pulmonar aguda (LPA) associada a disfungdes cardiovasculares e eventos tromboembdlicos,
podendo evoluir para a sindrome do desconforto respiratorio agudo (SDRA), condigcdo que
requer ventilacdo mecanica e apresenta taxa de mortalidade em Unidades de Terapia Intensiva
(UTT) de aproximadamente 40—45% (Wang et al., 2020; Méca et al., 2017; Munshi et al., 2017).

Apesar dos avangos no suporte clinico para aliviar os sintomas, ainda nao ha tratamento
especifico comprovadamente eficaz para LPA e SDRA (Branddo et al., 2020). As terapias
atuais, como os anti-inflamatdrios ndo esteroides (AINEs), corticosteroides e opioides, embora
amplamente utilizados para modular a resposta inflamatdria, estdo associados a efeitos adversos
graves, como toxicidade gastrointestinal, infarto do miocardio e acidente vascular cerebral (De
Matos, 2024).

Uma abordagem terapéutica complementar que tem ganhado destaque € a imunoterapia,
considerada uma via promissora para mitigar os desafios impostos pela COVID-19. A

imunoterapia busca modular o sistema imunoldgico de forma direcionada, oferecendo a
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oportunidade de alterar a resposta do hospedeiro ao otimizar as defesas antivirais e, a0 mesmo
tempo, controlando a inflamagao (Velikova et al., 2024). Pode ser aplicada de forma ativa, por
meio de vacinas, ou passiva, com o uso de anticorpos, como os anticorpos monoclonais (mAbs).
Estes representam uma estratégia promissora no tratamento de doengas infecciosas, como a
COVID-19, ao fornecerem uma resposta imune contra alvos especificos do patdégeno (Deb et
al.,2021).

Apesar do seu potencial terapéutico, os mAbs enfrentam limita¢des, como o alto custo
de produgao, a complexidade e alta heterogeneidade genética dos virus, além da ocorréncia de
inflamacgdes graves, fatores que dificultam o desenvolvimento de terapias mAb eficazes e
duradouras (Deb et al., 2021; Zhang et al., 2021).

Diante dessas limitagdes, cresce o interesse por abordagens terapéuticas inovadoras,
especialmente pela busca de novas moléculas com propriedades anti-inflamatorias que sejam
mais seguras, eficazes e com menos efeitos colaterais. Os produtos naturais, utilizados ha
muitos anos para tratar diversas doencas, apresentam um vasto potencial farmacologico,
incluindo para tratamento de doencgas inflamatorias. Dentre as espécies de plantas com potencial
biofarmacologico, destacam-se as pertencentes a familia Bignoniaceae (Salgado et al., 2020).

Fridericia platyphylla, pertencente a essa familia, conhecida popularmente como
“cervejinha do campo” ¢ empregada na medicina popular para tratar pedra nos rins e dores nas
articulagcdes. Possui propriedades farmacologicas promissoras devido a sua composicao
quimica, que inclui diversos metabolitos secundarios, entre eles os flavonoides (Monteiro et al.,
2020). Rocha et al. (2014) isolaram pela primeira vez flavonoides diméricos incomuns,
nomeados como brachydinas, presentes na fracdo diclorometanica do extrato das raizes de F.
platyphylla. Na literatura sdo descritas propriedades antivirais, anti-inflamatdria, antitumoral,
antimicrobiana e antiparasitaria para essas moléculas (Ribeiro et al., 2022).

Diante desse cenario, propde-se investigar o potencial terapéutico das brachydinas,
utilizando ferramentas computacionais como a docagem molecular para triagem de moléculas
capazes de interagir com proteinas-alvo, e modelos experimentais, como o lipopolissacarideo
(LPS), muito utilizado para reproduzir a LPA e SDRA in vitro e in vivo (Pinheiro et al., 2019).
Além disso, ¢ fundamental avaliar a estabilidade de biomoléculas, para garantir a eficacia e
seguranga nos tratamentos, pois podem ser sensiveis a temperatura e luz, levando a degradacao
e perda da atividade, resultando em efeitos adversos (Silva, Andrade, Oliveira, 2024). Dessa
forma, o entendimento da estabilidade e das atividades bioldgicas das brachydinas podem abrir
caminhos para novas terapias de doencas inflamatorias graves, com menor risco de efeitos

colaterais.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

e Avaliar o potencial anti-inflamatério da fracdo diclorometanica de Fridericia

platyphylla, investigar a estabilidade e atividade anti-SARS-CoV-2 das brachydinas.

2.2 Objetivos especificos
e Determinar a estabilidade térmica e fotoestabilidade das brachydinas presentes na
fracao diclorometanica do extrato hidroetanolico das raizes de Fridericia platyphylla,
e Realizar o estudo in silico para avaliar o potencial anti-SARS-CoV-2 dessas moléculas
frente a diferentes receptores;
e Investigar, em modelos in vitro (células A549) e in vivo (camundongos BALB/c), a
toxicidade, e o efeito terapéutico da fragdo diclorometanica no contexto de lesdao

pulmonar aguda induzida por LPS.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Processo infeccioso do SARS-CoV-2

A migragdo, viagens globais e a urbaniza¢do aumentaram a incidéncia de infecc¢des
virais, tornando-as uma das principais causas de doengas em todo o mundo (Lima et al., 2024).
Na ultima década, diversos virus afetaram a populagdo mundial, resultando em sérias
consequéncias para a saude fisica e mental, como HIN1, HIV, dengue, hepatite, febre amarela,
Chikungunya e o Coronavirus (Moreira; Feitosa; Abreu, 2022).

Os coronavirus sao virus de RNA de fita simples, envelopados e de sentido positivo que
infectam mamiferos e aves. Em humanos, sao conhecidos quatro coronavirus de circulagao
sazonal, o HCoV-229E, HCoV-OC43, HCoV-NL63 ¢ HCoV-HKUI1, que causam sintomas
leves, semelhantes ao resfriado comum. No entanto, hd os que causam doengas respiratorias
graves podendo ser letais, como o SARS-CoV, MERS-CoV e SARS-CoV-2 causador da
COVID-19, que levou a uma pandemia global em 2019 (Lima et al., 2024; Steiner et al., 2024).

O SARS-CoV-2, para infectar células no hospedeiro, interage com a enzima conversora
de angiotensina 2 (ECA2), uma proteina de membrana tipo I expressa em células dos rins,
coragdo, vasos sanguineos e, principalmente, em células epiteliais alveolares AT2 pulmonares,
que sao propensas a infecg¢des virais. A infec¢ao inicia-se quando a proteina Spike (S) do virus
se liga ao receptor ECA2, processo facilitado pela protease TMPRSS2, que cliva a Spike,
expondo o peptideo de fusdo (Steiner ef al., 2024).

Uma vez no citoplasma, o genoma de RNA viral ¢ liberado e imediatamente traduzido
pelas ribossomos do hospedeiro para a producdao das proteinas ndo estruturais (nsps), que
formam o complexo de replicagcdo. Esse complexo sintetiza novas copias do RNA viral e
transcreve subgenomas para a producdo das proteinas estruturais (S, E, M e N). A proteina N
se associa a0 RNA gendmico formando o nucleocapsideo, enquanto S, E M se inserem na
membrana do reticulo endoplasmatico e complexo de Golgi. A montagem dos novos virions
ocorre no interior dessas organelas, e a liberagdo se dd por exocitose, reiniciando o ciclo
infeccioso, sendo constituida como a principal causa da alta imunogenicidade do virus
(V'kovski et al., 2020; Pascoal et al., 2020).

O ciclo infeccioso do SARS-CoV-2 estd representado na Figura 1, que ilustra as
principais etapas: (1) ligagdo da proteina Spike ao receptor ECA2; (2) penetracdo do virus na

célula hospedeira; (3) desencapsidamento para liberacdo do RNA viral no citoplasma; (4)
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replicagdo do genoma; (5) montagem dos novos virions; e (6) liberacdao por exocitose (Asif et

al., 2020).

Figura 1 - Representagdo esquematica do ciclo de infec¢do do SARS-CoV-2.
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Fonte: Adaptado de Asif et al. (2020)

Ao infectar o corpo, rapidamente os mecanismos de defesa imunoldgica sao instaurados,
incluindo respostas imunes especificas e inespecificas, com células T CD4+ desempenhando
um papel antiviral significativo, buscando o equilibrio do combate ao patdogeno e o risco de
desenvolver autoimunidade ou inflamagao prejudicial. O SARS-CoV-2 ¢ detectado pelo
receptor Toll-like 2 (TLR2) ativando as células T CD4+, o que resulta na indugao das citocinas
pro-inflamatorias, como fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina-6 (IL-6), interferon
gama (IFNy) e macrdofagos. Por isso, nos casos extremos, os pacientes com COVID-19
apresentam um aumento dramatico nos niveis de quimiocinas e citocinas pro-inflamatorias,
uma condi¢do conhecida como "tempestade de citocinas", levando ao desenvolvimento da
SDRA, choque séptico, acidose metabdlica, disfuncdo da coagulacdo e até mesmo morte
(Steiner et al., 2024; Asif et al., 2020; Pascoal et al., 2020; Lima et al., 2024).

Diversas abordagens de tratamento para a COVID-19 foram tentadas, incluindo a
inibi¢do da entrada do virus na célula hospedeira, bloqueio da RNA polimerase dependente de
RNA e aumento do pH das células pulmonares e endossomos, além das vacinas produzidas.
Contudo, a rapida evolugdo e mutacdo do SARS-CoV-2 ameacam continuamente comprometer

a eficacia dessas opgdes preventivas e terapéuticas, destacando a importancia de estudar novos
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mecanismos ¢ medicamentos para o combate da infec¢do e inflamagao causadas por virus (Asif

et al., 2020; Steiner et al., 2024).

3.2 Mecanismos inflamatorios e imunoldgicos envolvidos na COVID-19

A inflamagao esta envolvida em muitas doengas, tais como contusdes, infec¢des
respiratorias, asma e doengas autoimunes. Pode ser desencadeada por varios fatores, incluindo
agentes fisicos, quimicos e biologicos, como virus, bactérias, fungos e parasitas. Embora a
reacdo inflamatoria se manifeste localmente, ela afeta o organismo como um todo, com o
envolvimento dos sistemas nervoso e endocrino na regulagao do processo e aparecimento de
manifestagdes gerais. Em nivel macroscopico, a inflamagdo € caracterizada por quatro sinais
clinicos caracteristicos, que sao edema, vermelhidao, calor e dor (Freitas et al., 2019; Etienne,
Viegas, Junior, 2021).

O processo inflamatorio € uma resposta complexa do organismo a uma lesdo tecidual,
infecciosa ou ndo. E um mecanismo fisiologico basico e a magnitude da resposta inflamatoria
¢ crucial, uma resposta inflamatoria insuficiente resulta em imunodeficiéncia, enquanto uma
resposta inflamatdria excessiva pode causar morbidade e mortalidade, provocando lesdes
adicionais nos tecidos e respostas indesejaveis (Etienne, Viegas, Junior, 2021). A inflamagao
pode ser dividida em aguda ou cronica, segundo a idade, duragao ou tempo de evolugao do
processo. A aguda inicia-se rapidamente e tem curta duragdo, tendo como principais
caracteristicas o edema e a migracdo de leucocitos (neutréfilos). Ja a inflamagao cronica tem
como caracteristicas uma maior duragdo, presenca de linfocitos e macrofagos, proliferagao de
vasos, fibrose e necrose (Veridiano, 2017).

Os virus sao agentes que podem desencadear processos inflamatorios. Quando infectam
células humanas, o sistema imunoldgico reage produzindo citocinas, que sdo cruciais para a
modula¢do da resposta imune. As citocinas, ao se ligarem a receptores especificos, influenciam
a proliferacdo, ativacao e diferenciagdo celular de maneira positiva ou negativa, além de mediar
as reagdes imunologicas e promover ou inibir a produgdo de outras citocinas. Ha citocinas com
fungdes anti-inflamatorias e pro-inflamatorias, e um equilibrio entre elas ¢ essencial para o
funcionamento adequado do sistema imunologico (Cardoso, Rocha, Laurindo, 2019).

Nos estagios iniciais da infeccdo por SARS-CoV-2, os macrofagos exibem um fen6tipo
pré-inflamatorio (M1), produzindo substidncias como o6xido nitrico, interleucina-6 (IL-6),
interleucina-8 (IL-8), interleucina-1p (IL-1p), espécies reativas de oxigénio (ROS), proteina

quimiotatica de mondcitos 1 (MCP-1) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), que defendem
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o hospedeiro contra o virus, mas também promovem lesdao pulmonar. O TNF-a ¢ o principal
iniciador da inflamagdo, mediando a morte celular, diferenciacdo e modulacdo imunolédgica
(Meeran et al., 2021; Steiner et al., 2024).

Respostas inflamatdrias anormais e hiperativas ao SARS-CoV-2 sao propostas como as
principais causas da gravidade e morte em pacientes com COVID-19. Este estado
hiperinflamatorio estd associado a niveis aumentados de citocinas circulantes, linfopenia
profunda e infiltragao substancial de células mononucleares nos pulmoes e outros 6rgaos, como
coragdo, baco, linfonodos e rins. A resposta inflamatéria exacerbada faz com que os pacientes
mostrem aumento da produgdo de citocinas responsaveis pela ativacao neutrofilica, promogao
da coagulacdo e produgdo de febre. O IFN-y induz atividade macrofagica para destruir o
patogeno e amplifica a liberagdo de citocinas (Merad e Martin, 2020; Pascoal et al., 2020).

As respostas inflamatdrias e imunologicas do corpo sdo importantes para eliminar a
infeccdo, mas podem impactar significativamente a patogénese do SARS-CoV-2 e podem
desempenhar um papel na expressdo clinica da doenca. A liberacdo anormal de citocinas e
moléculas pro-inflamatdrias estd associada a lesdo pulmonar, sendo observadas anormalidades
pulmonares em quase todos os pacientes com COVID-19, conforme evidenciado pela
radiografia de torax, enquanto complica¢des graves, como SDRA e morte, ocorrem em um

subgrupo de pacientes (Meeran et al., 2021; Merad e Martin, 2020).

3.2.1 Fisiopatologia da lesao pulmonar aguda

Lesdes pulmonares diretas resultam de agressdes primadrias ao tecido pulmonar, como
infec¢des que evoluem para pneumonia de origem bacteriana, viral ou fingica. Ja as lesoes
pulmonares indiretas decorrem de processos inflamatorios sist€émicos, sendo comuns em casos
de sepse grave associada a infec¢des extrapulmonares, como a peritonite (Bernardo, 2022).

Nesse contexto, destaca-se a lesdo pulmonar aguda (LPA), uma condi¢do inflamatoria
que provoca a ruptura das barreiras endotelial e epitelial dos pulmdes. Sua patogénese ¢
frequentemente caracterizada por inflamacao pulmonar difusa, obliteracdo alvéolo-capilar,
hipoxia, edema pulmonar nao cardiogénico e diminui¢do da complacéncia pulmonar (Huang e
Wang, 2017).

Embora existam varias definigdes clinicas, a LPA foi recentemente reclassificada como
SDRA moderada ou leve. A forma mais grave de insuficiéncia respiratoria ¢ denominada de
SDRA, enquanto a forma mais branda ficou denominada como LPA. A defini¢do baseia-se na

razao entre pressao parcial arterial de oxigénio e fracdo inspirada de oxigénio P.O: /FiO2 (leve
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< 300 mm Hg, moderada < 200 mm Hg e grave < 100 mm Hg) (Mowery; Terzian; Nelson,
2020).

Pacientes com COVID-19 geralmente apresentam dificuldade respiratoria aguda,
levando a lesdes pulmonares agudas caracterizadas por niveis elevados de IL-6,
correlacionados com a gravidade da doenga, progndstico e mortalidade (Meeran ef al., 2021).
A agressdo inicial aos pulmdes ativa células pulmonares, como macréfagos alveolares e
penumocitos, que sdo capazes de liberar diversos mediadores. Os neutréfilos, em particular, sdo
a marca registrada da LPA e o nimero de neutro6filos no fluido de lavagem broncoalveolar
(FLBA) do paciente esta positivamente correlacionado com a gravidade da doenca. Neutrofilos
ativados liberam substancias, incluindo ROS, citocinas pro-inflamatorias como IL1f, IL6 e
TNF-a. Essas citocinas atuam no endotélio vascular aumentando a expressdao de moléculas de
adesdo como selectinas e integrinas, que permitem o influxo de leucdcitos, principalmente de
neutrofilos. Além disso, essas moléculas aumentam a permeabilidade vascular, levando a um
quadro de exsudagdo proteica e formacao de edema intersticial, sendo este parametro um marco
fisiopatoldgico da LPA (Bernardo, 2022; Wang et al., 2023).

Uma forma de estudar a lesao pulmonar aguda em modelos animais e celular ¢ utilizando
a instilagdo de lipopolissacarideo (LPS). O LPS ¢ um constituinte principal da parede celular
de bactérias Gram-negativas e ¢ considerado um potente indutor biologico de neutréfilos, sendo
um agente adequado para induzir LPA em células e animais experimentais. Ele estimula a
ativacao do fator nuclear kappa-B (NF-kB), que estimula a superprodu¢ao de mediadores pro-
inflamatérios, como TNF-a, IL-6, IL-1B e IL-8. Consequentemente, a producao excessiva
desses mediadores inflamatorios induz inflamacgao sistémica, levando ao desenvolvimento de
LPA e SDRA (Huang e Wang, 2017; Cardoso, Rocha, Laurindo, 2019).

A LPA induzida por LPS em camundongos ¢ um modelo bem aceito para investigar a
SDRA, pois imita alteracdes inflamatorias e histoldgicas. Quando administrado por via
intratraqueal, endovenosa ou intraperitoneal, o LPS pode reproduzir lesdo a membrana alvéolo-
capilar, com alteracdes pulmonares funcionais e morfoldgicas semelhantes a SDRA em

humanos (Pinheiro et al., 2019).

3.2.2 Sindrome do desconforto respiratorio agudo

A SDRA é um agravamento da LPA que causa insuficiéncia respiratoria. E caracterizada
pela perturbagdo de células epiteliais e endoteliais nos pulmdes, resultando no aumento da

permeabilidade vascular e densidade pulmonar, com perda de tecido aerado. Patologicamente,
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¢ identificada por um dano alveolar difuso, e fisiopatologicamente, pelo desenvolvimento de
edema pulmonar nao cardiogénico devido ao aumento da permeabilidade da membrana alvéolo-
capilar pulmonar (Bernardo, 2022; Pinheiro et al., 2017).

A lesdo do epitélio alveolar e do endotélio capilar ocorre por diferentes mediadores pro-
inflamatorios, especialmente pelas citocinas. Essas citocinas intensificam a cascata
inflamatoria, ativando neutrdfilos e estimulando a producao de outras citocinas, como IL-8 que
estd fortemente relacionada a quimiotaxia de neutréfilos e ao aumento do metabolismo
oxidativo local. A lesdo epitelial alveolar afeta a membrana basal e os pneumocitos tipos I e 11,
reduzindo a quantidade e alterando a funcionalidade do surfactante, resultando em maior tensdo
superficial alveolar, ocorréncia de atelectasias e redu¢ao da complacéncia pulmonar (Guerreiro,
2015).

A lesdo no endotélio capilar € associada a eventos inflamatorios, como recrutamento,
sequestro e ativacao de neutrofilos, formacao de radicais de oxigénio e ativagdo do sistema de
coagulacdo, levando a trombose microvascular e recrutamento de células mesenquimais, com
a producdo de procolageno (Mendes et al., 2020; Amato et al., 2007). Consequentemente,
ocorre exsudacdo de liquido rico em células e proteinas plasmaticas, aumentando a
permeabilidade entre os alvéolos e os capilares que os recobre. Esse processo desencadeia uma
resposta inflamatdria local com presenga de leucocitos, plaquetas e fibrina, contribuindo para a
formacgdo de membrana hialina e subsequente fibrose alveolar (Etienne, Viegas, Junior, 2021).

A SDRA resulta de intensa resposta inflamatoria aguda nos alvéolos, impedindo a troca
gasosa fisiologica de oxigénio e gas carbonico. Isso causa sintomas caracteristicos como intensa
dispneia e baixa saturagdo de oxigé€nio sanguineo (Munshi ef al., 2017; Mendes et al., 2020). A
SDRA causa quase 75.000 mortes anualmente e esta associada a altas taxas de morbidade e
mortalidade, com mais de 3 milhdes de casos anuais em todo o mundo, representando 10% das
admissdes na UTI. Pacientes que sobrevivem enfrentam permanéncia prolongada na UTI e
apresentam limitacdes funcionais significativas, afetando a atividade muscular e qualidade de
vida, que persistem por pelo menos um ano apds a alta hospitalar (Pinheiro et al., 2019; Amato
et al., 2007).

Os principais sinais e sintomas da SDRA sdo hipoxemia refratdria e opacidades
radiologicas bilaterais, associadas ao aumento da mistura venosa de sangue, aumento do espaco
morto fisiologico, e diminui¢do da complacéncia pulmonar (Guerreiro, 2015; Pinheiro et al.,
2019). Avaliagdes histopatologicas de pulmdes de pacientes que morreram com SDRA

mostraram intensa resposta inflamatoria, exsudato fibrinoso, edema alveolar com o colapso
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alveolar e deposicao de fibras colagenas nas paredes alveolares, sugerindo remodelamento
importante da matriz extracelular (Guerreiro, 2015).

A Sindrome Respiratoria Aguda Grave causada pelo coronavirus SARS-CoV-2, resultou
em mais de 6 milhdes de mortes em menos de 3 anos (Wang et al., 2023). Segundo um estudo
de Guan et al. (2020) em Wuhan, de 1099 pacientes com COVID-19, glicocorticoides
sistémicos foram administrados a 204 pacientes (18,6%), com maior porcentagem entre os
casos graves do que os ndo graves (44,5% vs. 13,7%). Destes 204 pacientes, 33 (16,2%) foram
admitidos na UTI, 17 (8,3%) necessitaram de ventilagdo invasiva e 5 (2,5%) morreram. Durante
a admissdo hospitalar, a maioria foram diagnosticados com pneumonia (91,1%), seguido por
SDRA (3,4%) e choque (1,1%).

O uso de glicocorticoides em pacientes com pneumonia por COVID-19 pode modular
a resposta inflamatoria, reduzindo o risco de desenvolver SDRA. Em Hong Kong, o tratamento
padrao da SDRA incluiu a combinagao de esteroides e Ribavirina. Os corticosteroides atuam
como imunomoduladores, reduzindo a a¢do dos leucocitos e a liberagdo das citocinas
inflamatorias, diretamente relacionada a fisiopatologia da SDRA (Mendes et al., 2020). Alguns
estudos relataram que glicocorticoides juntamente com IFN-a podem reverter rapidamente
anormalidades na imagem pulmonar e¢ melhorar a saturacdo de oxigénio. No entanto, ha
controvérsia sobre o uso em pacientes com COVID-19 com o intuito de amenizar as
inflamacgdes e reduzir as chances de evolugcdo da doenga, pois pode afetar a eliminacao do
SARS-CoV-2 e aumentar os riscos de infecgdes bacterianas oportunistas, elevando a
mortalidade (Asif et al., 2020; Meneguzzo et al., 2020).

As abordagens terapéuticas atuais para SDRA concentram-se no uso de corticosteroides,
tratamento da doenca de base e no suporte ventilatorio. A ventilagdo mecanica protetora, com
pressdes positivas, baixos volumes e altas doses de oxigénio, ¢ a mais eficaz. Entretando,
estudos mostram que a propria ventilacdo pode aumentar os danos pulmonares, gerando forga
que tem impacto direto sobre o aparelho respiratério, podendo alterar propriedades funcionais
e morfologicas e levar a faléncia de 6rgdos como coragao, rins e figado, além de anormalidades
hematologicas, como anemia e trombocitopenia, resultando na morte do paciente (Guerreiro,
2015; Bernardo, 2022).

A LPA e a SDRA sao frequentemente associadas a baixas taxas de sobrevivéncia (35%
a 50%) em pacientes graves. A morbidade e mortalidade associadas a essa doenca critica
permanecem muito altas e ndo héa tratamento farmacologico eficaz. Portanto, novos
medicamentos ou tratamentos seguros e eficazes sdo urgentemente necessarios (Huang e Wang,

2017). Entre as inumeras vias terapéuticas a serem exploradas, os produtos naturais tém
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recebido atencdo devido a suas propriedades farmacologicas. Sao fontes importantes de novos
compostos antimicrobianos, anti-inflamatérios e imunomoduladores. Por isso, ¢ essencial a
pesquisa por novas moléculas para o tratamento da lesdo pulmonar aguda.

Plantas medicinais oferecem uma solug¢do promissora, pois contém uma diversidade de
moléculas e apresentam efeitos colaterais menores em comparagdo aos métodos atuais (Meeran

etal.,2021).

3.3 Uso e potencial terapéutico de plantas medicinais

As plantas tém sido utilizadas ao longo da historia da humanidade para diversos fins,
desde venenos até curas, sendo consideradas uma das praticas terapéuticas mais antigas. O uso
de plantas medicinais possui registros datando desde 60.000 anos a.C, estando presentes em
culturas, como a Egipcia, Hindu, Persa, Grega e os povos da América pré-colombiana (Rocha
et al.,2015).

Na pré-historia, seu uso estava fortemente ligado a uma perspectiva magico-simbolica,
onde os espiritos e elementos da natureza eram considerados responsaveis pelas doengas.
Durante esse periodo, era comum o uso de plantas medicinais em rituais religiosos, com o
objetivo de aproximar o ser humano do divino e buscar a cura para doencas (Da Rocha et al.,
2021).

Nas ultimas décadas do Século XX, o uso de plantas medicinais foi reconhecido como
um recurso terapéutico valido, iniciando-se discussdes sobre a sua incorpora¢ao nos sistemas
de saude publica, aumentando a importancia e os investimentos em pesquisas nesta area (Rocha
et al, 2015). Segundo o Ministério da Saude, plantas medicinais sao aquelas que contém
substancias com propriedades medicinais em suas partes (folhas, flores, raizes, cascas) e que
tem efeitos terapéuticos no organismo humano, sendo usadas para tratamento ou alivio de
doengas, sintomas ou condicoes de saude.

O Brasil possui seis biomas continentais: a Mata Atlantica, Amazoénia, Cerrado,
Caatinga, Pantanal e Pampa. A Amazdnia ¢ o maior bioma, ocupando quase metade do territorio
brasileiro, enquanto o Pantanal ¢ o menor, com menos de 2% (IBGE). O Brasil detém a maior
biodiversidade do mundo, com cerca de 20% da flora mundial, abrangendo plantas com
potenciais farmacologica. Entre elas, atividade antifingica, antimicrobiana antiespasmodica,
anti-inflamatdria, antialérgica, antitumoral, analgésica, antioxidante, fotoprotetora, entre outras
(De Matos, 2024). Como resultado da utilizagdo e reconhecimento da importancia das plantas

medicinais, em 2009 foi elaborada a Lista nacional de Plantas Medicinais, que apresenta 71
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espécies de plantas medicinais com potencial para gerar produtos ao Sistema Unico de Satide
Brasileiro (Da Rocha et al., 2021; Braga e Da Silva, 2021; RENISUS, 2009).

Fatores culturais influenciam o uso de plantas medicinais e fitoterapicos. Na cultura
popular, o uso de plantas ¢ comum na forma de remédios caseiros, cujo preparo ¢ feito na
propria casa. Estima-se que 80% da populagdo mundial faz uso de algum tipo de planta em
busca de alivio para sintomas ou dores. Uma pesquisa realizada por Braga e Da Silva (2021), a
partir de um questionario online para pessoas em diversos lugares do Brasil, das 151 respostas
obtidas, 90,1% afirmaram utilizar plantas medicinais de alguma forma, sendo que 56,3% o
fazem no minimo duas vezes por semana, isso enfatiza que ha um habito muito forte em utilizar
este tipo de produto pela populagao. 47% responderam que consomem por indicacao de amigos
ou familiares, indicando como o conhecimento ¢ passado por geragdoes. Quando perguntadas
quais plantas faziam uso, observou-se que muitas delas encontram-se na Relagdo Nacional de
Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de Saude (RENISUS).

Um exemplo de planta medicinal de uso popular que se tornou um produto farmacéutico
¢ 0 Acheflan, o primeiro medicamento com desenvolvimento clinico 100% nacional, registrado
pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e comercializado pelo Aché
Laboratorios Farmacéuticos S.A. O Acheflan contém Cordia verbenacea, conhecida
popularmente como erva baleeira, ¢ indicado para o tratamento de processos inflamatérios de
uso local e topico, como tendinites e dores musculares, além de traumas, entorses e contusoes.
A Cordia verbenacea pertence a familia Borraginaceae e possui flavonoides e 6leo essencial
com atividade anti-inflamatoria (Oliveira et al., 2021).

Revisdes sobre o uso de produtos naturais com acao anti-inflamatorios, como a de Asif
et al. (2020), mostram estudos utilizando 6leos essenciais, como eugenol, mentol, eucalipto e
tratamentos com eucaliptol em mondcitos e macréfagos em resposta a inflamagao de infecgdes
pulmonares, onde os tratamentos reduziram a liberag¢do de citocinas pro-inflamatorias. Huang
e Wang (2017), demonstraram os efeitos protetores do cinamaldeido em camundongos com
LPA induzida por LPS, o tratamento reduziu significativamente a propor¢do de pulmao
umido/seco e o edema pulmonar nos camundongos. E também inibiu os neutrofilos, macréfagos
e o numero total de células no fluido de lavagem broncoalveolar. Além dos niveis de citocinas
inflamatorias, como TNF-q, IL-6, IL-13 e IL-1f.

Entre as classes de compostos revisadas por De Matos (2024), os compostos fendlicos
como flavonoides , acidos fenodlicos e terpenoides, destacaram-se em relacdo a outras classes

como alcaloides, cumarinas , saponinas e quinonas, pela a¢do anti-inflamatoria, regulagcdo de
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citocinas e sinaliza¢do dependente de insulina, atuando de forma concisa em outros distirbios
que tém a inflamacdo como relagdo.

Diversos outros estudos presentes na literatura (Moudgil et al., 2022; Ghandi et al.,
2021; Zulhendri et al., 2022), tém se dedicado a busca por novos agentes anti-inflamatorios,
principalmente em fungdo dos efeitos colaterais associados aos medicamentos sintéticos
atualmente utilizados, como os glicocorticoides e os anti-inflamatdrios ndo esteroidais
(AINES).

Os glicocorticoides sao utilizados no tratamento de doencas inflamatorias, alérgicas e
imunologicas, no entanto, sua toxicidade e os efeitos adversos limitam seu uso clinico (Pinheiro,
2024). Ja os AINEs sao comumente utilizados no manejo da febre, dor e inflamagdo, mas seu
uso prolongado tem sido associado a um aumento no risco de doencas cardiovasculares e
hepaticas. Um exemplo notorio € o rofecoxibe (Vioxx®), retirado do mercado em 2004 apos
evidéncias de aumento significativo na incidéncia de eventos cardiovasculares entre os usuarios
do medicamento (Coutinho et al., 2009). Outro caso relevante ¢ o da nimesulida, cujo uso
continuo tem sido relacionado ao desenvolvimento de lesdo hepatica aguda, em alguns casos
resultando em transplante de figado ou até mesmo em Obito por insuficiéncia hepatica
fulminante (Kwon et al., 2019).

Esses eventos adversos graves evidenciam a necessidade urgente de se desenvolver
novos farmacos anti-inflamatorios que aliem eficicia terapéutica a um melhor perfil de

seguranca.

3.3.1 Fridericia platyphylla (sin. Arrabidaea brachypoda)

No contexto do uso de plantas medicinais, a selecdo de espécies com base no
conhecimento popular tem contribuido para a sintese de novos produtos farmacéuticos (Da
Rocha et al, 2021). Entre as plantas com potencial biofarmacologico, destacam-se as
pertencentes a familia Bignoniaceae, que inclui 120 géneros e aproximadamente 800 espécies
(Salgado et al., 2020). No Brasil, existem 56 géneros e cerca de 340 espécies, incluindo muitos
taxons endémicos (Do Nascimento et al., 2022).

As espécies dessa familia sdo utilizadas para diversos fins, como na horticultura,
madeira, tinturas e medicina. Suas propriedades biologicas sdo atribuidas a diversidade de
classes de metabolitos como: lignanas, flavonoides, iridoides, triterpenos, xantonas,

naftoquinonas, acidos cindmicos, benzoicos e seus derivados (Rozatto, 2012).
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O género Arrabidaea, pertencente a essa familia, é encontrada em regides tropicais e
subtropicais, ocorrendo na América tropical, do México a Argentina. No Brasil est4 presente
em varias regides, predominantemente no bioma do Cerrado, abrangendo estados como
Rondoénia, Bahia, Minas Gerais, Distrito Federal, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Maranhio,
Sao Paulo, Tocantins, Parana e Piaui (Rosario, 2023). Muitas espécies do género Arrabidaea
sdo amplamente usadas na medicina tradicional (Do Nascimento et al., 2022). Diversas
atividades biologicas foram descritas para esse género, como propriedades antiviral,
cicatrizantes, antimicrobianas, anti-inflamatorias, antiangiogénicas, antitumorais e
antioxidantes.

Extratos hidroalcoolicos e aquosos da Bignoniaceae demonstraram atividades contra
cepas Gram-positivas e Gram-negativas, capazes de inibir o crescimento das bactérias (Torres
et al., 2013). Brandao et al. (2010) relataram que, das noves espécies de Bignoniaceae
analisadas com atividade antiviral, cinco pertenciam ao género Arrabidaea, incluindo A.
brachypoda. Esta espécie, atualmente reclassificada como Fridericia platyphylla (DC.) Bureau,
demonstrou atividades antivirais contra alguns virus humanos, como o HSV-1 e HSV-2,
mostrando atividade citotoxica (Brandao ef al., 2010).

Fridericia platyphylla, anteriormente conhecida como Arrabidaea brachypoda, ¢ um
arbusto nativo e ndo endémico encontrado em vdrios estados, principalmente no Cerrado
brasileiro (Figura 2), com 1,0 a 2,0 m de altura, abundantemente ramificado, folhas simples e
flores roseo-roxas em inflorescéncias terminais (Figura 3) (Rosario, 2023). No Brasil, ¢
conhecida como “cervejinha do campo”, “tintureiro” e “cip6é una”, amplamente utilizada na
medicina popular para tratar pedra nos rins e dores nas articulagdes, através do elixir produzido

pela maceracao de suas cascas em agua (Monteiro et al., 2020).
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Figura 2 - Mapa de registro de ocorréncia de Fridericia platyphylla
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Fonte: SiBBr (2020)

Figura 3 - Fridericia platyphylla

Fonte: Mauricio Mercadante (2015)

Atividades bioldgicas como antioxidante, anti-inflamatoria, antimicrobiana, antitumoral
e cicatrizante sdo descritas na literatura para essa espécie (Zorn et al., 2001; Pauletti ef al.,
2003; Leite et al., 2000).

Segundo Alves e Pereira (2011), os extratos etandlicos de raiz, caule e folhas de
Fridericia platyphylla apresentam atividade leishmanicida contra as formas promastigotas de
Leishmania amazonensis. O extrato de caule e frutas dessa espécie também revelou atividade
antiviral (Brandao ef al., 2010). Estudos in vivo com o extrato etandlico da raiz de Fridericia
platyphylla também demonstraram acao anti-inflamatdria em ratos e atividade antinociceptiva
em camundongos, justificando seu uso na medicina popular para alivio de dores, calculos renais

e algumas condig¢des inflamatérias (Rocha et al., 2011).



35

Além disso, o extrato hidroetandlico da raiz de Fridericia platyphylla demonstrou
atividade farmacolodgica in vitro contra tripomastigotas de Trypanosoma cruzi e atividade
antiparasitaria foi observada na fra¢ao diclorometanica (Rocha et al. 2014).

O potencial bioldgico de Fridericia platyphylla estd diretamente relacionado a sua
composi¢do quimica, que inclui diversos metabdlitos secundarios, como C- glucosilxantonas,
fenilpropanoides, flavonoides, antocianidinas, derivados de alantoinas, chalconas, cumarinas,
taninos, glicosideos cardiotonicos, esterdides, saponinas e triterpenos (Rocha et al., 2019).
Estudos baseados em métodos espectroscOpicos conseguiram isolar e caracterizar dezenove
substancias a partir de folhas, flores, partes aéreas e raizes do extrato hidroetandlico de
Fridericia platyphylla, no qual os flavonoides e triterpenos sdo os principais constituintes (Do
Nascimento et al., 2022).

Os flavonoides, presentes em praticamente todas as partes da planta (folhas, flores,
raizes), sdo responsaveis por diversas atividades bioldgicas, como a¢do antioxidante, anti-
inflamatoéria, antitumoral, anti-hepatotéxica, antiulcerogénica e hormonal, bem como agdes
antimicrobianas e antivirais. Algumas dessas atividades biologicas descritas para Fridericia
platyphylla (Santos; Rodrigues, 2017).

Entre os flavonoides presentes nessa espécie, pode-se citar flavonoides diméricos
inéditos denominados brachydinas encontrados no extrato hidroetanolico das raizes, sendo

reportados pela primeira vez na familia Bignonaceae.

3.3.1.1 Potencial terapéutico das brachydinas isoladas de Fridericia platyphylla

Em 2014, Rocha et al. isolaram pela primeira vez uma classe incomum de flavonoides
diméricos. Essas substancias foram obtidas a partir da fragdo diclorometanica (Fr. DCM) do
extrato hidroetandlico das raizes de Fridericia platyphylla e identificadas por meio de técnicas
cromatograficas acopladas a espectrometria de massas. As substincias, classificadas como
flavonoides diméricos glicosilados, foram nomeadas de brachydinas.

Foram identificadas trés moléculas na fracdo diclorometanica denominadas de
brachydina A (BrA), brachydina B (BrB) e brachydina C (BrC). Suas estruturas sdo compostas
por quatro anéis independentes e dois anéis benzopiranos fundidos, diferenciando-se apenas

pelos grupos substituintes em um dos anéis (Figura 4) (Rocha et al., 2014).
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Figura 4 - Estruturas das brachydina A (1), brachydina B (2) e brachydina C (3).

Fonte: Rocha et al. (2014)

Na literatura sdo descritas propriedades antivirais, anti-inflamatoria, antitumoral,
antimicrobiana e antiparasitaria para essas moléculas (Ribeiro et al., 2022). Rocha et al. (2019)
demonstrou a atividade antileishmania dessas moléculas utilizando as espécies L. amazonensis,
L. infantum e L. braziliensis. Os promastigotas de Leishmania foram submetidos ao tratamento
com as substancias em concentragdes variando de 0,25 a 20 uM por 72 horas. Brachydina A
nao foi ativa contra nenhuma espécie de Leishmania nas concentragdes testadas, enquanto as
brachydinas B e C apresentaram poténcia semelhante e foram ativos contra todas as trés
espécies de Leishmania. Além disso, BrB foi toxica para amastigotas intracelulares de
Leishmania amazonensis.

No mesmo estudo, foram realizados testes in vivo em camundongos BALB/c
geneticamente suscetiveis, infectados na derme da orelha com L. amazonensis e tratados por
via oral com BrB. O resultado obtido foi satisfatorio pois a substancia reduziu
significativamente a espessura da orelha na segunda semana de tratamento.

A fragdo diclorometanica das raizes revelou que esses trés flavonoides diméricos
glicosilados apresentam altas atividades in vitro e in vivo contra Trypanosoma cruzi, o parasita
responsavel pela doenca de Chagas (Rocha ef al., 2014). Para a atividade anti-Trypanosoma
cruzi, BrA era inativa, enquanto BrB e BrC exibiam atividade potente, o estudo demonstrou
também que em testes usando camundongos BALB/c fémeas, BrB foi capaz de reduzir a
parasitemia sanguinea e a mortalidade quando comparado aos controles.

Experimentos para verificar o efeito antinociceptivo da fracdo diclorometanica de
Fridericia platyphylla foram realizados por Rodrigues ef al. (2017). No teste de formalina, os
resultados mostraram que na fase neurogénica, a morfina e a fragao diclorometanica reduziram
0 comportamento nociceptivo em 72% quando comparados com o grupo tratado com veiculo.

Durante a fase inflamatoria, o controle positivo e a fracdo reduziram a lambedura da pata
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traseira em 47,2%. Os resultados mostram que, em contraste com o extrato polar bruto
de Fridericia platyphylla que apresenta atividade antinociceptiva apenas durante a segunda fase
(dor inflamatoria), a fragdo pode induzir efeitos antinociceptivos durante ambas as fases da dor
(neurogénica e inflamatdria), contribuindo assim para o alivio da dor aguda em camundongos.

O estudo de Rocha et al. (2011) com ratos demonstrou as propriedades anti-
inflamatorias do tratamento oral com o extrato etanodlico de Fridericia platyphylla. O pré-
tratamento de animais com o extrato reduziu a resposta de contor¢ao induzida por acido acético,
apresentando um efeito analgésico semelhante ao dos medicamentos de referéncia. O efeito
antinociceptivo do extrato na segunda fase do teste de formalina indicou uma provavel atividade
anti-inflamatdria. Para confirmar essa atividade, foi avaliada a peritonite induzida por LPS. Os
resultados mostraram que o extrato reduziu significativamente o nimero de células recrutadas,
indicando que esse extrato contém agentes anti-inflamatdrios ativos, com flavonoides como
principais constituintes. Isso ressalta o potencial das moléculas presentes na Fridericia
platyphylla, particularmente, as brachydinas, para o controle farmacologico de processos
inflamatorios.

O uso de extratos e fragdes de plantas, sem a necessidade de isolar os principios ativos
introduz uma perspectiva interessante na busca por farmacos eficazes e de baixos custo de
producao. Diversos estudos demonstraram atividades bioldgicas variadas para as brachydinas
isoladas, na fragcdo diclorometanica e no extrato das raizes de Fridericia platyphylla, onde todos
contem essas moléculas em diferentes quantidades. Esses estudos indicam o alto potencial
farmacologico dessas substancias. Portanto, ¢ estimulado os estudos dessas moléculas quanto
ao seu potencial antiviral e anti-inflamatodrio para verificar a possibilidade de desenvolvimento
de futuros farmacos para o tratamento da inflamacao causada pela infec¢dao de virus e outros

agentes.

3.4 Estudos de estabilidade de biomoléculas

O desenvolvimento de farmacos estd intimamente ligado as a¢des de controle de
estabilidade durante o processo de produ¢do, armazenamento e uso, a fim de garantir a
seguranga no consumo. Quando se trata de fdrmacos que tém o potencial de substituir
medicamentos ja validados no mercado, ¢ essencial priorizar a eficacia e, principalmente, o
baixo custo de producdo. Algumas moléculas derivadas de plantas medicinais podem ser
facilmente degradadas quando isoladas, perdendo assim sua atividade farmacologica (Neiva,

Trevisan, 2021). Quando um medicamento ndo possui estabilidade adequada, o paciente pode
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correr riscos devido a diminui¢do do efeito terapéutico ou efeitos adversos e toxicidade devido
a formagao de produtos de degradacao (Silva, Andrade, Oliveira, 2024).

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), os estudos de
estabilidade sdo classificados como acelerados, longa duragdo, acompanhamento, de
degradacdo forgada e de estabilidade em uso (Brasil, 2019). A degradacao forcada ¢ uma
metodologia empregada na andlise da estabilidade de compostos farmacéuticos com o objetivo
de identificar produtos e compreender os mecanismos de degradacdo. Para acelerar e observar
a degradacao do farmaco, esses estudos expdem a substancia a condi¢cdes extremas de estresse
(Silva, Andrade, Oliveira, 2024).

A estabilidade dos medicamentos ¢ influenciada por diversos fatores intrinsecos e
extrinsecos. Os fatores intrinsecos incluem interagdes entre farmacos, interagdes entre farmacos
e excipientes ou solventes, tamanho das particulas, pH do meio e qualidade da embalagem,
entre outros. Os fatores extrinsecos, também conhecidos como ambientais, abrangem as
condi¢des que podem alterar o firmaco, como temperatura, luz e umidade (Facci et al., 2020).

A temperatura desempenha um papel crucial na estabilidade dos medicamentos,
afetando diretamente os processos de degradacdo quimica e fisica. O aumento da temperatura
pode provocar a quebra de ligagdes quimicas, resultando em reacdes de degradagao como a
descarboxilagdo e a desidratacdo. Os grupos quimicos nos fairmacos mais sensiveis a essas
reacoes incluem carboxilas, alcoois e poliodis. Por isso, ¢ fundamental controlar a temperatura
de exposicdo para evitar essas degradagoes (Silva, Andrade, Oliveira, 2024).

A luz ¢ outro fator que pode induzir a degradacao dos farmacos, pois pode desencadear
reacoes fotoquimicas que levam a degradagao dos componentes ativos. A luz ultravioleta, em
particular, € conhecida por causar danos significativos, alterando as estruturas moleculares dos
medicamentos e produzindo produtos indesejados (USP, 2020). Testes de fotoestabilidade sdo
realizados para avaliar a resisténcia de um medicamento a luz. Essas pesquisas simulam os
efeitos da luz solar e artificial, expondo um produto farmacéutico a luz intensa com fontes que
emitem luz visivel e ultravioleta (Facci et al., 2020). Apds a exposi¢do, as amostras sao
analisadas para identificar mudangas quimicas, como a degradacdo do farmaco e a formagao de
produtos de degradacdo, além de mudangas fisicas, como alteracdes de cor ou odor. Os
resultados desses estudos ajudam a definir as condi¢cdes adequadas de armazenamento e, se
necessario, a criagdo de embalagens que protejam o medicamento da luz (Brasil, 2019). Muitos
medicamentos podem conter substancias fotossensiveis que, ao serem aplicados na pele, tornam

o individuo sensivel a luz, gerando efeitos graves (Neiva, Trevisan, 2021).
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A garantia da estabilidade do farmaco ¢ promovida através de técnicas analiticas, como
os métodos cromatograficos e espectrofotométricos que visam garantir que o medicamento seja
seguro, eficaz e estavel para consumo, além de determinar por quanto tempo € propicio ao uso
(Facci et al., 2020).

Entre as técnicas mais comuns, destacam-se as técnicas termoanaliticas de
termogravimetria (TG). As técnicas termoanaliticas sdo aquelas que determinam as
propriedades fisicas e quimicas das substincias em funcdo de uma variagdo programada de
temperatura aplicada ao sistema, permitindo inferir sobre o comportamento térmico do material.
Os principais eventos observados durante as analises térmicas incluem fusdo, decomposigao,
dessolvatacao, desidratacdo, transigoes de fase e cristalizagdo. As analises de TG medem a
perda de massa em funcdo da temperatura, sendo importantes para determinar a estabilidade
térmica de uma amostra (Facci ef al., 2020).

Assim, o estudo da estabilidade assegura que o produto farmac€utico mantém suas
qualidades iniciais, dentro dos limites estabelecidos, ao longo de seu periodo de validade.
Considerando a diversidade climatica das diversas regides do Brasil, o estudo da estabilidade

dos farmacos torna-se essencial para garantir a eficacia terap€utica e a seguranga do paciente.

3.5 Docagem molecular de biomoléculas

Antes de ser comercializado em qualquer pais, um novo produto medicinal deve
apresentar evidéncias de seguranca, eficacia e qualidade as agéncias reguladoras, comprovando
que desempenha sua fungdo terapéutica conforme o uso pretendido. Tradicionalmente, essas
evidéncias sdo geradas por meio de experimentos controlados, como ensaios in vitro € in vivo,
desenvolvidos para simular as condi¢des reais de agdo do medicamento (Jose et al., 2022).
Contudo, com os avancos da bioinformética e das tecnologias computacionais, as simulagdes
computacionais, conhecidas como ensaios in silico, t€tm se mostrado particularmente util no
fornecimento de evidéncias para a eficacia de medicamentos fitoterapicos e passaram a ser
aceitas pelas autoridades regulatorias como uma ferramenta complementar (Rigby, 2024).

Dentre as metodologias in silico, destaca-se a docagem molecular (molecular docking),
considerada uma das técnicas mais importantes e amplamente empregadas no desenvolvimento
de farmacos (Agu et al., 2023). Essa abordagem computacional, também conhecida como
ancoragem molecular, tem sido aplicada desde o inicio da década de 1980 na triagem virtual de

interagdes entre ligantes e receptores (Dassanayake ef al., 2022).
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Seu objetivo ¢ prever como uma molécula bioativa (ligante) interage com seu alvo
molecular (geralmente uma proteina), identificando a melhor conformacdo e orientagdo
espacial para a formacao de um complexo estavel. A partir dessa previsao, ¢ possivel estimar a
afinidade de ligacdo e a for¢a de interagdo, priorizando, assim, 0s compostos com maior
potencial, uma vez que, o principio fundamental da docagem é que compostos que se encaixam
corretamente no sitio de ligacdo do receptor tém maior probabilidade de apresentar atividade
bioldgica do que aqueles que nao se ancoram (Stanzione et al., 2021; Rigby, 2024).

A popularizacao da técnica foi impulsionada pela crescente disponibilidade de estruturas
tridimensionais de proteinas e moléculas, bem como pelo avancgo na capacidade computacional
(Stanzione ef al., 2021). Atualmente, ha uma ampla variedade de softwares e algoritmos para
realizagdao da docagem, tanto gratuitos quanto comerciais, como: AutoDock Vina, AutoDock
GOLD, Glide, Discovery Studio, DOCK, , FlexX, LeDock, entre outros. Destes, AutoDock
Vina, Glide e GOLD s3ao amplamente reconhecidos por sua precisao e eficiéncia (Agu et al.,
2023; Dassanayake et al., 2022).

Para um estudo de docagem molecular, ¢ necessario obter as estruturas 3D tanto da
proteina-alvo quanto dos ligantes. As proteinas sao geralmente obtidas por técnicas como
cristalografia de raios X, ressonancia magnética nuclear (RMN) ou criomicroscopia eletronica
(cryo-EM), e estao disponiveis em bancos de dados como o Protein Data Bank (PDB). Ja os
ligantes, sdao moléculas potencialmente ativas e frequentemente derivadas de compostos
naturais com base em usos tradicionais ou literatura cientifica, com suas estruturas podendo ser
obtidas de bases como o PubChem (Rigby, 2024; Stanzione et al., 2021).

ApoOs o preparo das estruturas tridimensionais, a etapa de simulacdo computacional
consiste na geracdo de diversas conformacdes e orientagdes (poses) do ligante dentro do sitio
de ligacdo da proteina. Essas poses sdo avaliadas por meio de funcdes de pontuagdo (scoring
functions), que classificam as interacdes com base na combina¢do e otimizacdo de varidveis
como complementaridade estérica, hidrofobica e eletrostatica (Gondim, 2022). Fungdes de
pontuagdo podem ser empiricas, baseadas em campos de for¢a ou em conhecimento estatistico,
e a pose com a maior afinidade geralmente corresponde aquela com a energia livre de ligagao
mais negativa (Rigby, 2024).

Além de acelerar a descoberta de novos farmacos, as ferramentas de docagem molecular
sdo essenciais para entender as bases moleculares dos efeitos farmacoldgicos, funcionando
como aliadas na substitui¢do, refinamento e reducdo de experimentos com animais. Embora

ndo substituam completamente os ensaios clinicos, as abordagens in silico oferecem evidéncias
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cientificas robustas, com menor custo, maior agilidade e menor impacto ético (Gondim, 2022;

Jose et al., 2022).

3.5.1 Alvos moleculares do SARS-CoV-2 comumente utilizados em estudos de docagem

Durante a pandemia da COVID-19, a docagem molecular ganhou destaque como uma
alternativa eficiente para a triagem de compostos com potencial antiviral devido a rapidez dos
resultados. Nesse contexto, € essencial compreender os principais alvos utilizados em estudos
de docagem voltados a COVID-19.

A proteina Spike € a maior proteina codificada pelo genoma do SARS-CoV-2, sendo
responsavel por mediar a entrada do virus nas células hospedeiras. Sua principal fungao ¢ se
ligar ao receptor da enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2), desencadeando o processo
de fusdo entre as membranas viral e celular (Gupta et al., 2021). Ap6s essa ligagao, o RNA viral
¢ liberado no interior da célula, iniciando o ciclo de replicagao do virus. Devido a sua relevancia
funcional, a proteina Spike ¢ o principal alvo de vérias vacinas desenvolvidas para prevengao
da COVID-19, uma vez que sua neutralizacao pode impedir a infec¢ao (Basu et al., 2020).

A ECA2, por sua vez, ¢ uma enzima expressa principalmente nas células epiteliais do
trato respiratorio. Essa proteina atua como receptor de entrada para o SARS-CoV-2,
apresentando alta afinidade pela proteina Spike, podendo influenciar a susceptibilidade a
infec¢do, reforcando sua relevancia como alvo terapéutico indireto (Gupta et al., 2023).

Outro alvo relevante ¢ o complexo Spike/ECA2, formado durante a interagdo entre a
proteina viral e o receptor humano. Uma proteina pode conter dois sitios de ligacao distintos: o
sitio funcional (ativo), responsavel pela atividade fisioldgica da proteina, e o sitio regulador
(alostérico), onde a ligacdo de uma molécula moduladora pode alterar a conformagdo da
proteina e, consequentemente, sua atividade (Basu et al., 2020). No caso do complexo formado
entre a proteina Spike e a ECA2, esse tipo de modulagao pode interferir diretamente no processo
de entrada do virus na célula hospedeira. Assim, ligantes em sitios reguladores pode modificar
a conformacao da proteina, alterando a afinidade e a eficicia da ligagdo funcional (Gupta et al.,
2023).

Por fim, destaca-se a protease principal do virus (Mpro), uma enzima essencial para o
processamento das poliproteinas virais e para o ciclo de vida do virus com a fungdo de
replicacdo do genoma viral na célula (Gupta ef al., 2021b). Por ser altamente conservada entre
os coronavirus e ndo possuir homologos em humanos, a Mpro tem sido amplamente explorada

como alvo terapéutico em estudos de docagem (Gongalves et al., 2020).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0098299722000966?via%3Dihub#bib120
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4 METODOLOGIA

4.1 Coleta do material vegetal

As raizes de Fridericia platyphylla foram coletadas em agosto de 2023, na regido do
cerrado do estado de Minas Gerais, na fazenda Sant'Ana da Serra, localizada no municipio de
Jodo Pinheiro (latitude 17°44'33" Sul e longitude 46°10'21" Oeste).

A identificagdo taxonOmica foi realizada pela professora Dra. Maria Cristina Teixeira
Braga Messias, vinculada ao Herbario Jos¢ Badine da Universidade Federal de Ouro Preto,
onde a amostra foi registrada sob o nimero 17.935. A coleta do material vegetal foi devidamente
autorizada pelo Sistema Nacional de Gestdo do Patrimonio Genético e do Conhecimento

Tradicional Associado (SisGen), com o numero de cadastro A451DE4.

4.2 Obtencao do extrato hidroetanoélico

As raizes foram inicialmente secas em estufa a 40 °C e, em seguida, trituradas utilizando
um moinho de facas. O p6 obtido (400 g) foi submetido a um processo de extracao exaustiva
por percolagdo, utilizando uma mistura de etanol/agua na propor¢ao de 7:3 como solvente. Apos
o término da extracdo, o material vegetal residual foi descartado, e o liquido extraido foi
concentrado por rotaecvaporagao sob pressao reduzida, em temperatura inferior a 40 °C.

O extrato bruto foi entdo liofilizado para garantir a completa remog¢ao dos solventes.
Como resultado, obteve-se 68,59 g do extrato hidroetanodlico das raizes de Fridericia

platyphylla, correspondendo a um rendimento de 17,15%.

4.3 Obtencao da fraciao diclorometanica (Fr. DCM)

O extrato bruto foi submetido a um processo de particao liquido-liquido, no qual 15 g
do extrato foram dissolvidos em 400 mL de uma mistura de 4gua/metanol na proporcao 7:3.
Em seguida, realizaram-se partigdes sucessivas com 200 mL de diclorometano, retirando-se a
fase diclorometanica apos cada adigdo, e adicionando mais 200 mL do solvente para repetigao
do processo. As coletas da fase organica foram realizadas nos intervalos de 24, 30 e 48 horas.

Esse procedimento foi repetido trés vezes, visando obter uma fase diclorometanica (fase
de interesse) o mais purificada possivel. No final, todas as fragdes diclorometanicas obtidas
foram reunidas. Ap6s a evaporagdo do solvente, obteve-se 5,30 g de Fr. DCM, com um

rendimento equivalente a 11,78%.
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4.4 Fracionamento de Fr. DCM

A fragdo obtida com diclorometano (Fr. DCM) foi submetida a fracionamento por
cromatografia em coluna aberta, com o objetivo de isolar os compostos presentes. Utilizou-se
uma coluna de vidro com dimensdes de 60 X 14 cm, preenchida com silica gel (0,063—0,200
mm) como fase estacionaria. A coluna foi inicialmente empacotada com hexano 100%, e 3,5 g
da amostra foram aplicados cuidadosamente no topo da coluna.

A eluicdo foi conduzida com um gradiente de polaridade crescente, utilizando misturas
de hexano e acetato de etila como fase movel, iniciando com hexano puro (100%) até alcancar
a proporc¢ao de 64:36 (hexano:acetato de etila).

As fragdes foram coletadas com taxa de fluxo de 30 gotas por minuto. Cada fragdo foi
submetida a analise por cromatografia em camada delgada (CCD) e agrupadas com base na
similaridade de seus perfis, utilizando a mistura diclorometano/metanol (9,5:0,5) como fase
movel. As placas foram reveladas com solugdo de 4acido sulfurico-p-anisaldeido para
visualizag¢ao dos perfis quimicos.

A Figura 5 apresenta um fluxograma com as principais etapas do fracionamento e

direcionamento das fracdes obtidas a partir do extrato hidroetandlico das raizes de Fridericia

platyphylla.
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Figura 5 - Etapas do processamento do extrato das raizes de Fridericia platyphylla.
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— substancias
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Fonte: Autora (2025)

4.5 Identificacao dos constituintes quimicos
4.5.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

As substancias isoladas da Fr. DCM, bem como a propria fragdo, foram dissolvidas em
metanol grau HPLC na concentragdo de 5 mg/mL. As solugdes foram filtradas utilizando filtros
Millex com porosidade de 0,22 um. Aliquotas de 20 pL foram injetadas em um cromatografo
liquido de alta eficiéncia (HPLC) modelo Shimadzu (Shimadzu Corp., Kyoto, Japao), equipado
com um moddulo de injecdo de solventes com bomba bindria e um detector UV-Vis (SPA 10A),
ajustado para 254 nm e uma coluna Luna C18 (5 um, 100 A, 250 mm x 4,6 mm).

A fase movel consistiu em (A) dgua deionizada e (B) metanol acidificado com 0,01%
de 4&cido formico. O gradiente de elui¢ao foi programado de 70% a 100% de B ao longo de 35
minutos, com fluxo constante de 1 mL/min. Os dados cromatograficos foram adquiridos e

processados por meio do software LC Solution 2.3 (Shimadzu).
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4.5.2 Espectrometria de Massas

Foram realizados em LCQ Equipamento de frota (Thermo Scientific) equipado com um
dispositivo de inser¢do direta da amostra via analise por inje¢cdo em fluxo (FIA). A amostra foi
analisada por ionizagdo por eletrospray (ESI), a fragmentac¢io em multiplos estagios (MS?, MS?
e MS") foi realizada em uma interface de prisao de ion (IT). O modo positivo foi selecionado
para a geragdo e analise dos espectros de massa para primeira ordem (MS) e para demais
experimentos multi estagios nas seguintes condigdes: tensdo capilar, 25 V; Voltagem spray, 5
kV; e temperatura capilar, 275 °C. Um gés de arraste (N2) com um fluxo de 8 unidades
arbitrarias (A.U.), e o gas de colisdo foi o hélio (He). A aquisi¢ao da faixa foi m/z 100-2000. Os
dados foram processados utilizando o software Xcalibur versio 1.3 (Thermo Finnigan,

Waltham, MA).

4.6 Estudos de estabilidade
4.6.1 Analise termogravimétrica

Foram realizadas utilizando 2 mg de BrA, BrB e BrC em um cadinho de platina,
empregando um analisador termogravimétrico modelo Q5000 da TA Instruments, alocado no
Departamento de Quimica da Universidade Federal de Santa Maria. Taxas de aquecimento de
2, 5,10, 15 e 20 °C min™! foram aplicadas para determinar os valores da energia de ativagao,
usando o método ndo isotérmico livre de modelo de Flynn-Wall-Ozawa (FOW). Os
experimentos foram realizados sob atmosfera inerte de N> com uma taxa de fluxo de 50 mL
min".

Para a aplica¢ao do método de Flynn-Wall-Ozawa (FWO), foram utilizados valores de

conversao a entre 0,05 e 0,35, conforme a equagao:

moy—m
_ (mo—my) Eq. 1
(mo—my)
Em que mo, m; e mr representam, respectivamente, a massa inicial, a massa no tempo t
durante o processo de pirdlise, e a massa final da amostra (Farid-ul-Haq et al., 2020; Mucha et

al., 2016). Os calculos foram conduzidos a partir da equagdo cinética geral:

da

= = k(Df (@) Eq. 2
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Onde k ¢ a constante de velocidade de decomposi¢ao, f(a) representa o modelo cinético

da reacdo, t ¢ o tempo, ¢ a ¢ a taxa de conversdo. Substituindo-se a equacao de Arrhenius (Eq.

3) em k(t), obtém-se:

Fa Eq. 3

d —E,
d—f=Aexp(RT)f(a) Eq. 4

Onde A representa o fator pré-exponencial de Arrhenius, Ea € a energia de ativagao, R
¢ a constante universal dos gases, e T ¢ a temperatura. Na analise ndo isotérmica, a temperatura
varia com o tempo segundo a taxa de aquecimento . Essa abordagem permite a combinagdo

das equagdes 4 e 5 para dar a equacdo 6 (Chen et al., 2024; Zhu et al., 2022).

dT
da _ 4, (Fa
E—ﬁexp(RT)f(a) Eq. 6
Reescrevendo a equagao, tem-se:
@ de _ ATy o Fa
0 T = ﬁfTi exp—dT Eq. 7
Definindo que:
~Eq _ (@ da
x=— e gla)= 0 7

Aplicando as defini¢des acima na equacao 7, tem-se:

AE, rxre*
g(a) = B—foif%dx Eq. 8

Aplicando a aproximagdo de Doyle (1962), a integral da equagdo 8 pode ser expressa

pela funcdo p(x):

p(x) = —2,153 — 0,4569x Eq. 9



47

Ao substituir a aproximagdo proposta por Doyle (Eq. 9) na integral da Eq. 8, obtém-se

a expressao logaritmica apresentada na eq. 10:

AEg
Rg(a)

log(B) = log =% — 2,315 - 04572 Eq. 10

Convertendo a equagdo para logaritmo natural, tem-se a forma final expressa na equagio

11:

AE,
Rg(a)

In(B) = In ~53305-1,052=%  Eq. 1]

Com base nessa equagdo, ¢ possivel determinar a energia de ativacdo (Ea) para BrA,
BrB e BrC por meio do coeficiente angular da reta obtida no gréfico de In(p) versus 1/T (Mucha

et al., 2016; Chatake ef al., 2024).

4.6.2 Analise de gases evoluidos

Foram realizadas utilizando um analisador térmico simultaneo - STA6000/Frontier
PerkinElmer, com 2 mg de BrA, BrB e BrC em um cadinho de platina, sob uma atmosfera de
oxigénio e nitrogénio, com uma taxa de fluxo de gas de 20 mL min' e uma taxa de aquecimento
(B) de 40 °C min™' dentro de uma faixa de temperatura de 50 °C a 350 °C. A bomba de vacuo
foi configurada para 50 mL min™ e o tubo de transferéncia aquecido (zona de aquecimento de
hifenizacao) foi mantido a 300 °C. Para evitar a condensacao de substancias volateis, a célula
de gas FTIR foi aquecida a 330 °C. A analise IR dos gases evoluidos utilizou 4 varreduras por
repeticdo dentro da faixa de 4000-450 cm™, com resolugdo de 4 cm™, adquirindo 2 espectros
por minuto, resultando em aproximadamente 40 espectros por analise.

A deconvolugdo da curva da primeira derivada da anélise TG (dTG) foi realizada em
experimentos utilizando uma taxa de aquecimento de 20 °C min’, visando avaliar o numero

potencial de etapas de degradagdo associadas a perda de massa.

4.6.3 Fotoestabilidade

Sem adicio de catalisador

Uma solugdo de Fr. DCM foi preparada na concentragao de 20 ppm em agua, submetida
a banho ultrassonico por 30 minutos, ¢ pH ajustado para 7. Aliquotas dessa solu¢do foram

filtradas e analisadas em espectrofotometro UV-Vis.
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Com o objetivo de simular a exposi¢do a luz solar em condi¢gdes ambientais, a solugdo
foi exposta a luz visivel por 14 horas, sob agitacdo constante, utilizando-se uma lampada de
tungsténio de 300 W (Osram®, modelo ULTRA-VITALUX 230V E27/ES). A degradacdo da
amostra foi avaliada com base na variagdo da absorbancia antes e apds a exposi¢do a luz,

conforme a equagdo 12, descrita por Dargahi et al. (2018):

HDE = =20 5 100% Eq. 12

Onde:
Ao ¢€ a absorbancia inicial;

Af ¢ a absorbancia final apos o tratamento.

Com adicao de catalisador

Uma nova solucao de Fr. DCM a 20 ppm foi preparada em agua e submetida a banho
ultrassonico por 30 minutos. Em seguida, foram adicionados 3 mg de didxido de titanio (TiO-)
a 10 mL da solugao, com o pH ajustado para 7. O sistema foi novamente submetido ao banho
ultrassonico por mais 30 minutos, a fim de assegurar a completa dispersdo do catalisador.

Para analise em espectrofotometro UV-Vis, aliquotas da solu¢dao foram coletadas,
centrifugadas a 3.600 rpm por 30 minutos, filtradas e analisadas. Posteriormente, a amostra foi
exposta a luz visivel sob agitacdo continua por 14 horas, nas mesmas condi¢des descritas

anteriormente. A degradagao foi avaliada conforme descrito na equagao 12.

4.7 Docagem molecular

As estruturas 3D das proteinas utilizadas e seus respectivos codigos: Spike (6VXX),
ECA2 (1R42), Mpro (6LU7) e Spike/ECA2, foram obtidas do Protein Data Bank (PDB) (https:/
/www.rcsb.org/). Os célculos de docagem molecular foram realizados usando o software
AutoDock Vina. Os ligantes e proteinas foram preparados para os calculos com AutoDock Tools
(ADT) 1.5.6. Hidrogénios foram adicionados a ambos os receptores e ligantes individualmente.
As cargas de Gasteiger foram entdo calculadas por ADT e os hidrogénios apolares foram
fundidos. O tamanho da caixa de grade foi definido para 40 A para cada eixo. As caixas de
grade foram centradas nas coordenadas dos atomos dos residuos localizados na regido do sitio
ativo e regido de interface. Para as simula¢des de acoplamento molecular, o nimero de modos
de ligacdo foi ajustado para 50, permitindo a geragdo de multiplas conformacgdes para analise.

A exaustividade da busca foi definida como 24, garantindo uma exploragdo mais ampla do
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espago conformacional. Um total de 140 calculos de encaixe molecular foram realizados. Os
melhores valores de energia de ligacdo (AGbind) foram estabelecidos como critério para a

eficiéncia da interagao.

4.8 Estudos in vitro

4.8.1 Cultura de células

Foram utilizadas células epiteliais basais alveolares humanas A549 adquiridas em
colaboracdo com a Profa. Dra. Roberta Sessa Stilhano Yamuguchi, da Faculdade de Ciéncias
Medicas da Santa Casa. As células foram cultivadas em meio de Eagle modificado por
Dulbecco com alta concentragdo de glicose (DMEM High glucose, Gibco BRL,Co., Grand
Island, New York, USA), suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS, Gibco BRL. Co.)
e 1% de solugdo antibiodtica contendo penicilina e estreptomicina. As culturas celulares foram

incubadas em estufa a 37 °C, sob uma atmosfera umidificada com 5% de CO..

4.8.2 Citotoxicidade de Fr. DCM

A avaliagdo da viabilidade das células A549 utilizando a Fr. DCM foi realizada por meio
do ensaio de MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difeniltetrazolio), obtido da
Sigma-Aldrich (M5655). As células foram semeadas em placas de 96 pogos, na concentracao
de 5 x 103 células por pogo.

Apo6s 12 horas de incubagdo, o sobrenadante foi descartado e as células foram tratadas
com diferentes concentracdes da Fr. DCM (12,5; 25; 50 e 100 pg/mL), preparadas pela diluigao
da solugao estoque (100 mg/mL em DMSO) em meio DMEM, a concentragdo final de DMSO
nas solugdes de tratamento variou de 0,0125% a 0,1% (v/v).

Como controle negativo, foram utilizados pogos contendo apenas células tratadas com
meio DMEM. Para controle do veiculo, células foram tratadas com meio DMEM contendo
DMSO a 0,1% (v/v), a fim de verificar possivel toxicidade do solvente.

A placa foi incubada por 24 horas a 37 °C em atmosfera com 5% de CO.. Em seguida,
o sobrenadante foi removido e adicionados 100 pL da solucdo de MTT (5 mg/mL) a cada pogo.
Apods nova incubagdo de 4 horas, o sobrenadante foi novamente retirado e os cristais de
formazan formados foram dissolvidos em 100 pL de alcool isopropilico, com agitagdo por 10
minutos. A absorbancia foi entdo medida em espectrofotometro (Epoch 2 — Biotek, Vermont,

EUA) em comprimento de onda de 595 nm.
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4.8.3 Lesao pulmonar aguda

As células A549 foram cultivadas em placas de 96 pogos, com uma concentracao de 5
x 10? células por poco. Apds 12 horas, o sobrenadante foi descartado. Posteriormente, as células
receberam tratamento com soluc¢des de Fr. DCM em DMSO, nas concentragdes de 12,5 pg/mL
e 25 pg/mL, diluidas em meio DMEM. Apds 1 hora de incubacdo, foi adicionado
lipopolissacarideo (LPS) nas concentragdes de 150 pg/mL e 200 pg/mL.

Em seguida, a placa foi incubada por 23 horas a 37°C e 5% de CO.. Decorrido esse
periodo, a viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio de MTT. Para isso, o sobrenadante foi
removido e cada pogo foi tratado com 100 puL de solugdo de MTT (5 mg/mL), permanecendo
por 4 horas. Apds esse tempo, o sobrenadante foi novamente retirado e os cristais de formazan
formados foram solubilizados com 100 pL de alcool isopropilico, com agitagdao por 10 minutos.

Finalmente, as leituras de absorbancia foram realizadas em um espectrofotometro,

utilizando um comprimento de onda de 595 nm.

4.9 Estudos in vivo
4.9.1 Animais

Camundongos isogénicos da linhagem BALB/C, machos, com peso médio de 25 gramas
e idade entre 6 a 8 semanas, foram adquiridos do Centro de Desenvolvimento de Modelos
Experimentais para Biologia e Medicina (CEDEME). Todos os protocolos utilizados foram
aprovados pelo Comité de Etica do Uso Animal (CEUA/UNIFESP), sob n° 1110021224.

Os animais foram mantidos em gaiolas no Biotério da Universidade Federal de Sao
Paulo - Campus Baixada Santista, em ciclos claro/escuro de 12 horas, com livre acesso a ragao

e agua durante todo o periodo experimental.

4.9.2 Protocolo de instilacio de LPS e salina

Os animais foram anestesiados com isoflurano inalatério (5% para indugdo, fluxo de
oxigénio de 3 L/min) e mantidos com concentragdo de 1 a 2% durante o procedimento. Foi
realizada uma incisdo para exposi¢do da traqueia, seguida, da instilacdo através de uma agulha
(0,38x13mm, BD Plastipak) de LPS diluido em salina na dose de 5 mg/kg, nos animais do
grupo LPS (Lipopolissacarideo obtido de Escherichia Coli 026:B6/ L3755, Sigma-

Aldrich Brasil Ltda.) ou salina no mesmo volume nos animais controle.
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Apds o procedimento, a incisdo foi suturada com linha cirurgica (nylon 4.0, NPA373,
Brasuture), e foi administrada uma gota de lidocaina topica (Lidovet, Laboratério Bravet Ltda.)

no local da incisdo, a fim de minimizar a dor.

4.9.3 Tratamento dos animais

Seis horas ap0s a instilacdo, os animais foram tratados por via intranasal (i.n) com a Fr.
DCM, diluida em veiculo constituido de DMSO e solugao salina (0,9%) na propor¢ao de 7,5:2,5
(v/v) (Bittencourt-Mernak et al., 2017). As doses administradas foram de 25 mg/kg e 50 mg/kg
por animal da Fr. DCM. Os grupos controle receberam dexametasona por via intraperitoneal
(1.p.) na dose de 5 mg/kg ou apenas o veiculo (i.n). O esquema completo dos grupos

experimentais e respectivos tratamentos esta descrito na Tabela 1.

Tabela 1 - Esquema dos grupos e seus respectivos tratamentos

Grupos Instilacido Tratamentos n

Salina Salina Veiculo (i.n) 7

Salina + Fr. DCM Salina Fr. DCM 50 mg/kg (i.n) 5
LPS LPS Veiculo (i.n) 8

LPS + Fr. DCM 25 mg/kg LPS Fr. DCM 25 mg/kg (i.n) 7
LPS + Fr. DCM 50 mg/kg LPS Fr. DCM 50 mg/kg (i.n) 8
LPS + DX LPS Dexametasona 5 mg/kg (i.p) 7

Fonte: Autora (2025)

4.9.4 Fluido do Lavado broncoalveolar (fLBA)

ApOs 24 horas da instilagao, os animais foram anestesiados por via intraperitoneal com
cetamina (90 mg/kg) e xilazina (5 mg/kg). Em seguida, foi realizada a abertura da cavidade
abdominal para exposicdo da veia cava inferior, onde foi realizada a eutanasia por
exsanguinacao.

Para a coleta do fLBA, realizou-se uma traqueostomia, e foram infundidos 0,5 mL de
salina por 3 vezes consecutivas (volume total de 1,5 mL) pela canula traqueal, com o uso de
uma seringa de 3 mL (Descarpack, Lifelong Meditech). O fluido foi recuperado e centrifugado
a 1800 rpm, a 4°C por 10 minutos (Centrifuge 5424 R, Eppendorf). O sobrenadante foi

imediatamente armazenado no -80° C para posterior analise.
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O pellet foi ressuspendido em 300 pL de salina e homogeneizado em vortex (Quimis
Aparelhos Cientificos Ltda.). Para a contagem total de células, 10 pL da suspensdo foram
misturado a 190 pL de solucdo de Turk 1%, e 10 pL da mistura foram aplicados em uma camara
de Neubauer. A contagem celular foi realizada sob microscopio optico (Eclipse E200, Nikon)
com aumento de 40x, considerando as células presentes nos quatro quadrantes.

Para a contagem diferencial de células, 100 pL do pellet ressuspendido foram
centrifugados em citocentrifuga a 500 rpm, a 4°C, por 6 minutos, com o objetivo de formar o
botdo celular na ldmina. Posteriormente, as laminas foram fixadas e coradas por Diff-Quik. A
contagem foi realizada sob microscopio optico, utilizando objetiva de 1000x com oleo de
imersao, diferenciando-se as células em macrédfagos e neutrofilos até completar um total de 300
células por lamina.

As leituras foram realizadas de forma cega, de modo que o observador ndo tinha
conhecimento prévio sobre a qual grupo experimental cada lamina pertencia. Essa abordagem

teve como objetivo garantir a imparcialidade na coleta dos dados.

4.9.5 Ensaio imunoenzimatico (ELISA) para deteccdo de citocinas inflamatorias no
fLBA

A dosagem das citocinas inflamatoérias, interleucina-6 (IL-6) e interleucina-8 (IL-8)
foram realizadas no sobrenadante do fLBA por meio do ELISA, utilizando o kit DuoSet®
(R&D Systems, Minneapolis, EUA), de acordo com as instrucdes do fabricante.

As placas de ELISA foram sensibilizadas com anticorpo de captura especifico para cada
citocina e incubadas sob agitacdo por 16 horas. Apds esse periodo as placas foram lavadas trés
vezes com tampao de lavagem, e os sitios de ligagcdo inespecificos foram bloqueados com
adi¢do de reagente diluente, sendo entdo incubadas por 1 hora.

Em seguida, realizou-se nova lavagem e foram adicionadas as placas as amostras
(fLBA) e diferentes concentragdes das citocinas para construcao da curva padrao, € incubou-se
por 2 horas. Posteriormente, ap6s nova lavagem, o anticorpo de deteccdo foi adicionado e as
placas incubadas por 2 horas.

Lavou-se novamente as placas, adicionou-se streptavidina e as placas foram incubadas
por 20 minutos no escuro. Em seguida as placas foram lavadas e foi adicionado
tetrametilbenzidina (TMB), com incubag¢do no escuro por 30 minutos. A reacdo foi interrompida
com adicdo da solucdo de parada.

A leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotometro de microplacas (Epoch,

BioTek Instruments, Vermont, EUA), com o software GEN 5.1.1.1 e comprimento de onda de
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450 nm. A concentragdo das citocinas foi determinada com base na curva padrao gerada a partir

das concentra¢des conhecidas.

4.9.6 Extracio dos pulmaoes

Apds a eutanasia e retirada do fLBA, os pulmdes foram removidos em monobloco
coracdo-pulmao. O pulmao esquerdo foi fixado em formaldeido 10% por 24 horas, seguido pela
transferéncia para alcool etilico 70%. Posteriormente, foi realizada a inclusdo manual do
pulmdo em parafina, onde o tecido passou por desidratacdo em concentragdes crescente de
alcool etilico (80 a 100%), seguida pela diafanizagcdo com xilol, e finalizando com a adi¢do em
parafina liquida. Apods a solidificagdo da parafina, foi obtido o bloco contendo o tecido
pulmonar.

A partir desses blocos foram realizados cortes histologicos com espessura de 5 pm em
microtomo. Os cortes foram colocados em banho-maria (30-40 °C) e depois retirados com
laminas que em seguida foram deixadas para secagem em temperatura ambiente para analises
posteriores.

Para a avaliagdo da relacdo peso tmido/peso seco do pulmao, um pequeno pedago do
pulmao direito foi removido, imediatamente pesado (peso imido) e colocado em estufa a 60 °C.
O peso seco foi obtido apos 24 horas. A relacdo peso tmido/peso seco foi determinada pela
divisdo entre os valores obtidos.

O restante do pulmao direito foi imediatamente congelado em nitrogénio liquido e
armazenado em biofreezeer -80 °C para analises posteriores.

Na Figura 6, ¢ apresentado um resumo esquematico da parte experimental do estudo in

vivo realizado.
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Figura 6 - Etapas do protocolo experimental in vivo.

% ; Tempo 0

Instilagao LPS e salina

6 horas
Tratamentos
24 horas
Eutanasia
Coleta do fLBA Coleta do pulmio
\ N
Celulas totais Esquerdo:
Células diferenciais Histologia
ELISA IL-6 ¢ IL-8 Direito:

Peso timido/peso seco
Armazenado

Fonte: Autora (2025)

4.10 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a andlise estatistica no programa GraphPad Prism 8.
Inicialmente, fez-se um teste de normalidade Shapiro-Wilk para avaliacao se os dados eram ou
nao paramétricos. Os dados foram avaliados quanto a presenca de valores outliers utilizando o
teste ROUT (Q = 5%). Os valores identificados como outliers foram avaliados separadamente
e, quando devidamente justificados, foram excluidos para assegurar a homogeneizagdo dos
dados.

Além disso, animais que apresentaram ferimentos visiveis antes da cirurgia
experimental foram considerados clinicamente comprometidos e também excluidos da analise,
a fim de evitar interferéncias ndo relacionadas ao protocolo do estudo. Essa decisdo foi tomada
para assegurar que os resultados refletissem exclusivamente os efeitos dos tratamentos testados,
com a redu¢do do numero amostral em alguns grupos (n = 5 a 6), a exclusdo foi considerada
necessdria e justificada com base em critérios estatisticos e éticos, visando manter a

confiabilidade dos dados obtidos.
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Para andlise de comparacdo entre os grupos utilizou-se analise de Variancia One Way
ANOVA/ teste ndo pareado seguido do teste post hoc de Tukey para comparacdes entre os
grupos. Os dados obtidos foram expressos em média + desvio padrdo e foi considerado como

significativo os valores de p<0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Perfil cromatografico e identificacido dos constituintes quimicos

Para a obtenc¢ao das informagdes sobre a composi¢do quimica da fragdo diclorometanica
(Fr. DCM) foi realizada uma analise em HPLC-UV/Vis. O perfil cromatografico, conforme
ilustrado na Figura 7, apresentou presen¢a de trés picos, correspondentes as trés substancias
majoritarias da Fr. DCM e o espectro UV-Vis apresentou bandas de absor¢do similares

indicando que essas moléculas apresentam cromoéforos iguais.

Figura 7 - Perfil cromatografico da fracdo diclorometéanica do extrato hidroetanolico das raizes

de Fridericia platyphylla (. = 254 nm) e espectros do UV.
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Fonte: Autora (2024)

A partir do fracionamento da Fr. DCM foi possivel isolar as trés moléculas majoritarias
observadas no cromatograma, que foram separadas e agrupadas de acordo com a similaridade

da CCD durante o fracionamento (Figura 8).
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Figura 8 - Cromatografia em camada delgada dos isolados da fracdo diclorometanica (Fr.

(2)

(b)

(c)

Fonte: Autora (2024)

Para confirmacdo do isolamento foi realizada uma analise em HPLC-UV/Vis (Figura
9), onde foi possivel observar um pico correspondente a cada substincia devido os diferentes

tempos de retengao.
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Figura 9 - Cromatogramas das substancias isoladas da fracdo diclorometanica: (a) substancia

1; (b) substancia 2 e (c) substancia 3.

Fonte: Autora (2024)
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Rocha et al. (2014), identificou moléculas nomeadas de brachydinas em extratos das

raizes e fragdo diclorometanica de Fridericia platyphylla. Para fins de desreplicagdo, a analise

das amostras foi aprofundada por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas

(HPLC-ESI-MS) e o perfil dos metabolitos foram comparados ao de um extrato investigado

anteriormente (Rocha et al., 2014; Rocha et al., 2017), o que permitiu a identificacdo das

estruturas das substincias presentes na Fr. DCM, confirmando que se tratava das trés

brachydinas ja descritas anteriormente.

O espectro de massas da substancia 1 no modo positivo apresentou pico de ion

molecular [M+H]" m/z 524,86 (Figura 10), correspondente com a formula molecular C32Hz307

da brachydina A. O pico com m/z 271,03 vai de acordo com o mecanismo de fragmentagao

Retro Diels-Alder conforme descrito por Rocha et al. (2014), com a clivagem das ligacdes em

Cl12a e Cé6a do pirano acoplado ao anel B com a perda de 253 Da (Figura 11).


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/dereplication
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0031942216302680#bib6
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Figura 10 - Espectro de massas de brachydina A.
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Figura 11 - Proposta de fragmentagao de brachydina A.
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Fonte: Autora (2024)
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O espectro da substincia 2 no modo positivo apresentou pico de ion molecular [M+H]"
m/z 538,78 (Figura 12) correspondente a brachydina B (BrB), e na substancia 3 apresentou pico
de ion molecular [M+H]" m/z 508,99 (Figura 14) correspondente a brachydina C (BrC), a
fragmentacgdo de ambos sdo similares ao da brachydina A com a clivagem por Retro Diels-Alder
registrando fragmento de m/z 285,02 e m/z 255,04, respectivamente (Figura 13 e 15), conforme

descrito por Rocha et al. (2014).

Figura 12 - Espectro de massas de brachydina B.
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Fonte: Autora (2024)
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Figura 13 - Proposta de fragmentagdo de brachydina B.
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Figura 14 - Espectro de massas de brachydina C.
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Figura 15 - Proposta de fragmentacdo de brachydina C.
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5.2 Estudos de estabilidade

Buscando informacdes sobre a estabilidade térmica dessas substancias, foi realizado um
estudo de estabilidade para o entendimento dos mecanismos de degradagdo, que sdo
fundamentais para avaliar a viabilidade de uso, além de contribuir para o desenvolvimento de
produtos mais seguros e eficazes. A Figura 16 ilustra as curvas termogravimétricas de BrA, BrB
e BrC.

Figura 16 - Curvas termogravimétricas para BrA, BrB e BrC.
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Ambas as amostras de BrA e BrC mostraram uma perda de massa inicial de
aproximadamente 5% na faixa de temperatura de 25 °C a 110 °C, embora BrA apresente uma
perda de massa mais abrupta dentro dessa faixa. Em BrC, a perda de massa inicial de 2,5%
ocorre entre 25 °C e 100 °C, essa perda de massa inicial pode ser atribuida a liberagdo de
solvente residual, devido a sua natureza ndo polar. A taxa de liberagdo do solvente pode estar
relacionada a sua interacdo com as substancias, com BrA exibindo um carater mais polar em
comparacao com BrC.

A BrC apresenta uma perda de massa de aproximadamente 7,5% entre 100 °C e 150 °C,
provavelmente atribuida a presenga de impurezas na amostra. Tal contaminagdo pode ter
ocorrido durante a fase de isolamento, uma vez que, na cromatografia em coluna aberta em fase
normal, a BrC ¢ a primeira a ser eluida devido ao seu carater mais apolar, o que pode favorecer
a coelui¢dao de impurezas com a molécula.

Esse mesmo passo s6 pode ser observado em BrA e BrB por meio da anélise da primeira
derivada das curvas termogravimétricas (dTG), apresentada na Figura 17. A partir dessas curvas
dTG, foi possivel avaliar passos subsequentes por meio de deconvolugdo, permitindo identificar
possiveis estagios de perda de massa, nos quais diferentes processos de degradacao podem
ocorrer simultaneamente dentro da mesma faixa de temperatura. As analises mostraram que
BrB e BrC apresentaram massas residuais de 28,7% e 27,8%, respectivamente, enquanto BrA

exibiu um valor superior, com aproximadamente 41%.
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Figura 17 - Primeira derivada das curvas termogravimétricas (dTG) e deconvolugdo das dTG

para a avaliag¢do das etapas de pirdlise para (a) BrA, (b) BrB e (¢) BrC.
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Ao examinar as curvas dTG deconvoluidas, o numero de possiveis estdgios de
degradagdo com perda de massa nas amostras podem ser avaliados. Nesta andlise, a perda de
massa devido a evaporacdo do solvente foi desconsiderada.

Utilizando as areas sob as curvas deconvoluidas, a quantidade de massa perdida em
cada estagio pode ser calculada, e os resultados sdo mostrados na Tabela 2, assim com as faixas
de temperatura de cada estagio. O niimero de etapas de pirdlise identificadas para BrA, BrB e

BrC foram 6, 5 e 4 etapas, respectivamente.
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Tabela 2 - Perda de massa e faixa de temperatura para cada etapa determinada a partir das areas

sob as curvas dTG deconvoluidas.

Curvas deconvoluidas

%BrA (Faixa °C)

%BrB (Faixa °C)

%BrC (Faixa °C)

1 1,43% (110-190) 1,16% (110-150) 4,02% (60-150)
2 1,54% (175-210) 38,86% (115-450)  38,50% (130-410)
3 9,49% (190-295) 12,12% (175-290) 6,75% (210-260)
4 15,44% (190-360) 9,20% (300-525) 22,94% (150-690)
5 9,36% (250-470) 9,96% (390-700) -
6 21,94% (210-700) - -

Massa residual 40,8% 28,70% 27,80%

Total 100.0% 100.0% 100.0%

Fonte: Autora (2024)

Anteriormente na Figura 16, observou-se perda de massa na faixa de 25 °C a 110 °C
que foi atribuida a solvente residual. Dessa forma, a primeira etapa de degradagao identificada
nas curvas deconvoluidas para as trés substancias foi associada a perda de massa devido a
impurezas na amostra. BrC apresentou o maior teor de impurezas entre as amostras, estimado
em 4,02% na faixa de aproximadamente 60 °C a 150 °C, provavelmente correspondentes a
triterpenos remanescentes do processo de isolamento.

A etapa com maior perda de massa para a BrA foi a etapa 6, com 21,94%, ocorrendo em
uma faixa de temperatura que se estende além dos 700 °C. Isso pode justificar a maior massa
residual observada para BrA, uma vez que parte significativa da amostra s6 se decompde em
temperaturas mais elevadas. Tal comportamento pode estar relacionado & maior estabilidade
térmica da molécula pela presenca do grupo hidroxila como substituinte no anel C, o que pode
favorecer formagdo de estruturas mais resistentes a degradagao.

Para BrB e BrC, a etapa mais significativa foi a curva 2, com perdas de 38,86% e
38,50%, respectivamente, ocorrendo em temperaturas intermediarias. Essas diferencas, tanto

no numero de etapas de degradagcdo quanto nos percentuais de perda de massa, indicam
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mecanismos distintos de decomposig@o térmica entre as amostras, especialmente entre BrA e
as demais, o que pode ser atribuido as variagdes estruturais nos substituintes do anel C.

Os resultados de andlise de gases evoluidos (EGA) registram os espectros FTIR dos
gases liberados nas temperaturas correspondentes a degradagdo térmica com perda de massa
para as amostras de BrA, BrB e BrC, mostrados na Figura 18. Além de fornecer informagdes
qualitativas sobre a caracterizacdo dos produtos liberados durante o processo de pirdlise, os
graficos EGA indicam que esses produtos de liberagdo comecam a se formar nas temperaturas
iniciais de degradacdo na curva 2 da deconvolu¢do, com valores especificos detalhados na
Tabela 2.

A faixa de numero de onda entre 2420 cm™' € 2250 cm ™!, associada ao CO-, foi suprimida
devido a sua intensidade. No grafico EGA para BrA (Figura 18a), uma banda em 742 cm™
aparece entre 160 °C e 225 °C, junto com uma banda menos intensa em 1217 cm™, indicando
a presenca de C=0 em CO: e um composto de baixa massa molar relacionado a ligagdo C-O
encontrada em 4lcoois ou ésteres, respectivamente. Em temperaturas acima de 225 °C, uma
banda em torno de 1600 cm™ (C=C) aparece, bem como bandas na faixa de 3150-2750 cm™!
(C-H), ambas atribuidas a anéis de benzeno. Além disso, bandas entre 1300 ¢ 900 cm™ sdo
observadas, indicando grupos C-O de ésteres, alcoois e fenois (Scaccia, 2013; Sobek et al.,
2022).

Na Figura 18b, referindo-se a amostra de BrB, as mesmas bandas que em BrA sao
identificadas acima de 150 °C, indicando a liberagao inicial de CO-, seguida pela liberagao de
compostos de benzeno e a presenca de grupos C-O em ésteres, alcoois e fenois. No entanto, a
banda em 1217 cm™, observada entre 160 e 225 °C em BrA, nao ¢ vista em BrB, sugerindo que
compostos contendo C-O nao sdo liberados durante a pirolise nesta faixa de temperatura, o que
pode estar relacionado com a presenga do grupo metoxi da BrB, que na BrA a presenca da
hidroxila facilita a liberacdo. Um processo semelhante ao de BrB ocorre nos espectros IR de
BrC (Figura 18c), no entanto, nota-se que o sinal de CO: j& esta presente em temperaturas

abaixo de 150 °C.



Figura 18 - Analise de
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Gases Evoluidos (EGA/TG-FTIR) obtida da pirdlise: (a) BrA, (b) BrB
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Fonte: Autora (2024)
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Observando o aparecimento de bandas correspondentes a espécies aromaticas durante a
pirdlise das trés amostras, pode-se sugerir as possiveis espécies quimicas liberadas nesse
processo. Como mostrado na Tabela 2, a etapa 2 da degradagdo térmica de BrB e BrC resulta
em uma perda de aproximadamente 38% da massa da amostra. Considerando que as massas
molares dessas substancias sdo 538,78 g/mol e 508,99 g/mol, respectivamente, essa perda de
massa ¢ aproximadamente equivalente as massas combinadas dos substituintes p-vinil fenol e
fenil ligados ao esqueleto flavonoide.

Para BrA, as curvas deconvoluidas sugerem que os estagios de degradacao 2, 3 ¢ 4
ocorrem simultaneamente sob a curva principal dTG. Se considerarmos que apenas uma fragao
da etapa 4 passa por pirdlise antes de 300 °C, entdo a perda de massa combinada das etapas 2,
3 e 4 ¢ em torno de 20%. Essa perda de massa ¢ proxima ao valor de um substituinte fenil ligado
ao esqueleto flavonoide. Isso sugere que o substituinte p-vinil fenol ndo ¢ liberado nessa etapa
de degradagao térmica devido ao grupo hidroxila no p-vinil fenol, que pode formar ligagdes de
hidrogénio, possivelmente estabilizando sua estrutura, aumentando sua estabilidade térmica e
causando sua liberagdo em temperaturas mais altas, como as encontradas na etapa 6.

Para determinar a energia de ativagdo da pirdlise de BrA, BrB e BrC, foi utilizado o
método Flynn-Wall-Ozawa (FWO) nao isotérmico, sem modelo e ndo requer conhecimento
prévio do mecanismo de reagdo, minimizando assim erros na determinagdo da energia de
ativacdo. Este método envolve a medigdo das temperaturas correspondentes a valores
especificos de conversao a. A faixa de temperatura considerada para determinar os valores de
a foi de 150-325 °C, selecionada por abranger os principais eventos de degradacao térmica para
BrB e BrC, bem como etapas intermediarias para BrA, conforme observado na tabela 2. Para
aplicacao dos modelos cinéticos para determinagdo da energia de ativagao (Ea), os valores de

a utilizados foram 0,05, 0,10, 0,15, 0,20, 0,25, 0,30 e 0,35, conforme ilustrado na Figura 19.

Figura 19 BrB; (¢) BrC
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Os graficos apresentados na Figura 20 foram obtidos a partir da aplicagdo do método de
FWO, sendo utilizados os valores de conversao a de 0,05 a 0,35 e as respectivas temperaturas
correspondentes a diferentes taxas de aquecimento (2, 5, 10, 15 ¢ 20 °C min™'). Foram tracados
os graficos de In(p) versus 1/T para cada valor de o com posterior calculo da energia de ativagao

a partir da inclinagdo das retas obtidas.

Figura 20 - Grafico de Log(P) vs. (1/T) para determinar a energia de ativagdo para a pirolise

de (a) BrA, (b) BrB e (c) BrC.
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Fonte: Autora (2024)

A Tabela 3 apresenta os valores médios de energia de ativacao (Ea) calculados para cada

amostra (BrA, BrB e BrC), bem como os coeficientes de correlagdo (R?) dos ajustes lineares.

Tabela 3 - Energia de ativagao e os coeficientes de correlagdo linear da reagdao de pirdlise na

fase inicial de BrA, BrB e BrC.

Amostra E. (kJ/mol) R?
BrA 159,4 £7,2 0,9658
BrB 1393 £ 1,8 0,9756
BrC 135,8 £2,5 0,9822

Fonte: Autora (2024)

A partir dos resultados obtidos, observa-se que BrA apresenta o maior valor de energia
de ativagdo (159,4 kJ/mol), indicando maior resisténcia térmica no estagio inicial da pirolise.
Esse comportamento pode estar relacionado a presenca do grupo p-vinil-fenol, cujas interacdes
intermoleculares, como liga¢des de hidrogénio adicionais, podem conferir maior estabilidade
estrutural & molécula. Por outro lado, BrB e BrC apresentaram valores inferiores de Ea, com

139,3 e 135,8 kJ/mol, respectivamente, sugerindo menor estabilidade térmica.
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As brachydinas possuem potencial biofarmacoldgico conforme ja descritos na literatura
(Rocha et al., 2014; Rodrigues et al., 2017; Rocha et al., 2019) e podem ser usados como
medicamentos entre outras aplicagdes. Devido a isso, ¢ importante determinar a vida 1til de
BrA, BrB e BrC, pois modificagdes na estrutura molecular e uma consequente perda de suas
propriedades desejadas podem ocorrer durante o armazenamento.

A equacdo de Arrhenius, mostra que a constante de taxa de reagdo k para degradacao
térmica da substancia no estado s6lido depende da temperatura de armazenamento. Assim, ao
calcular o cologaritmo da constante de velocidade k usando uma temperatura de
armazenamento de 25 °C, a vida 1til do medicamento pode ser estimada. Se o valor de pk for
menor que 7,5, a vida util varia de 1,5 a 2 anos; se o pk estiver entre 7,5 e 10,5, ¢ de cerca de 3
anos; e se o pk for superior a 10,5, a vida util ¢ estimada entre 4 ¢ 5 anos (Yang et al., 2018;
Guo et al., 2020).

Normalmente, o conceito de “10% de degradacao” ¢ usado para determinar a vida ttil
de um medicamento, servindo como uma regra para definir a perda aceitavel de poténcia para
a determinacdo da vida util (Chavan et al., 2023). A Tabela 4 apresenta os parametros usados

para calcular pk e a vida util estimada das brachydinas em um valor de a de 10%.

Tabela 4 - Constante pré-exponencial de Arrhenius (A), pk e vida ttil para a = 10% para BrA,
BrB e BrC.

Amostra Als! pk Vida itil/ano
BrA 3,70E+16 10,27 3
BrB 1,88E+15 9,12 3
BrC 4,65E+17 10,95 4-5

Fonte: Autora (2024)

Embora BrA tenha apresentado a maior energia de ativagdo média entre os valores de
conversao analisados, indicando maior resisténcia térmica inicial, foi a BrC que demonstrou
maior estabilidade ao longo do tempo, com vida Util estimada entre 4 e 5 anos. BrA e BrB, por
sua vez, apresentaram tempos de vida util de 3 anos.

Do ponto de vista farmacéutico, os tempos de vida Util observados para todas as
amostras sdo promissores, pois favorece o desenvolvimento de formulagdes com maior
estabilidade em prateleira, com maior prazo de validade, menor perda por degradagdo e,

consequentemente, melhor viabilidade comercial.
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Considerando que a estabilidade térmica ¢ apenas um dos fatores que influenciam a
viabilidade de compostos bioativos, avaliou-se também a estabilidade em contato com a luz.
Esse aspecto ¢ particularmente relevante, dado que a exposicao a radiacdo pode comprometer
a eficacia de compostos fotossensiveis durante o armazenamento. Embora as brachydinas
isoladas apresentem atividades terapéuticas promissoras, o processo de isolamento e
purificacdo de cada uma delas pode ser economicamente custoso. Nesse contexto, o uso da
fragdo diclorometanica (Fr. DCM), que contém as trés brachydinas, surge como uma alternativa
mais acessivel e pratica, especialmente no desenvolvimento de farmacos com menor custo de
producdo. Além disso, estudos anteriores ja demonstraram atividades relevantes para essa
fracdo (Rocha ef al., 2011; Rocha et al., 2014; Rodrigues et al., 2017; Rosario, 2023).

Diante disso, foi conduzido um experimento de fotoestabilidade com a Fr. DCM,
visando avaliar a influéncia da exposi¢ao a luz visivel como forma de simular a luz solar.

A Figura 21 apresenta os espectros de absor¢do UV-Vis da Fr. DCM antes e apos 14
horas de exposicdo a luz visivel sem a adi¢do de catalisador. Observa-se uma redugdo
significativa na intensidade da banda de absor¢ao, especialmente na regiao entre 200 e 300 nm,
que como visto na Figura 6, ¢ a regido caracteristica das brachydinas.

Essa redu¢do na absorbancia indica que os compostos presentes na fracdo sofreram
degradacao ou transformagao estrutural. A presenga remanescente da banda de absorc¢ao sugere
que parte dos cromoéforos foi preservada. Considerando que a Fr. DCM ¢é composta por trés
brachydinas estruturalmente semelhantes, que compartilham os mesmos grupos cromoéforos, o
espectro obtido reflete uma resposta conjunta dessas moléculas. Assim, mesmo com a
degradacao parcial de uma ou mais brachydinas, a presenca residual das demais pode justificar
a presenga da banda em posi¢cao semelhante a observada no tempo 0.

A eficiéncia de degradagdo foi calculada com base na variagdo da absorbancia no
comprimento de onda de 215 nm. O valor estimado foi de aproximadamente 32,8%,
evidenciando que a exposicdo a luz visivel foi capaz de promover a degradagdo parcial da

fracdo, mesmo na auséncia de catalisador.
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Figura 21 - Espectro UV-Vis da fra¢ao diclorometanica antes (tempo 0) e apds 14 horas na

presenca de luz.
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Fonte: Autora (2024)

Apesar de ser vantajoso que a Fr. DCM nao sofra total degradagao espontanea sob luz,
no contexto de seu uso farmacéutico e descarte ambiental inadequado, a persisténcia no
ambiente pode representar riscos caso nao se decomponha adequadamente. Visando
potencializar a degradagdo, foi realizada a avaliagdo da fotodegradagdo da Fr. DCM na presenca
do catalisador TiO2, um material amplamente utilizado por ser ndo téxico, de baixo custo,
fotoestavel e ativavel por luz solar, o que contribui para a reducdo dos custos operacionais
(Nascimento et al., 2018).

No espectro UV-Vis da Fr. DCM com TiO., ilustrado na Figura 22, observa-se
inicialmente a presen¢a de uma banda de absor¢do caracteristica das brachydinas. Apds 14
horas de exposi¢do a luz, essa banda desaparece completamente, sugerindo uma modificagao
estrutural significativa na amostra. A eficiéncia de degradacdo obtida nesse sistema foi de
52,9%, valor superior ao registrado na auséncia de catalisador, refor¢ando o papel do TiO2 como
promotor da fotodegradacdo.

Esses dados indicam que o uso de catalisador ¢ eficaz na aceleracdo do processo de
decomposicao da fragdo, o que pode ser explorado como estratégia para minimizar o impacto

ambiental em eventuais cendrios de aplicagdo farmacéutica.
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Figura 22 - Espectro UV-Vis da fragdo diclorometanica contendo didxido de titanio, obtido

apos 30 minutos de centrifugagdo, antes da exposi¢do a luz (tempo 0) e apds 14 horas de

exposicao.
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Fonte: Autora (2024)

5.3 Docagem Molecular

300

Os resultados obtidos por meio da docagem molecular entre as brachydinas (BrA, BrB

e BrC) e as principais proteinas associadas a infeccao pelo SARS-CoV-2 sdo apresentados na

Tabela 5. As proteinas-alvo selecionadas incluiram componentes virais, como a proteina Spike

e a protease principal (Mpro), bem como proteinas humanas envolvidas na interacdo com o

virus, como o receptor da enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2) e o complexo

Spike/ECA2. Os valores de energia livre de ligagdao (AG), expressos em kcal/mol, foram

negativos em todos os casos, indicando que as interacdes previstas entre as brachydinas e os

alvos sdo energeticamente favoraveis.

Tabela S - Parametros de afinidade molecular das brachydinas e proteinas do SARS-CoV-2.

Ligantes Spike ECA2 Spike/ECA2 Mpro
AG AG AG AG
(kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)
BrA -8,5 -8,9 -7,4 -7,6
BrB -8,8 -8,8 -7,6 -1,7
BrC -9,0 -8,6 -7,6 -7,5

Fonte: Autora (2024)
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Com o objetivo de contextualizar os resultados obtidos neste estudo, a Tabela 6
apresenta uma comparacdo com dados da literatura referentes a farmacos previamente testados
ou utilizados no combate a8 COVID-19, como remdesivir, paxlovid, molnupiravir e baricitinib,
aprovados pela ANVISA para uso emergencial (Souza, 2023). Todos os resultados

comparativos foram obtidos por meio de simula¢des com o mesmo software, o AutoDock Vina.

Tabela 6 - Comparacio dos valores de energia de ligacdo das brachydinas e farmacos com

proteinas relacionadas ao SARS-CoV-2.

Proteina-alvo Composto AG (kcal/mol) Referéncia
BrA/BrB/BrC -8,5/-8,8/-9,0 Este estudo
Ivermectina -9,3 Amorim, 2022
Spike Baricitinib -8,0 Souza, 2023
Molnupiravir -7,9 Souza, 2023
Mebendazol -7,8 Amorim, 2022
Remdesivir -7,5 Souza, 2023
BrA/ BrB/ BrC -8,9/-8,8/-8,6 Este estudo
Ivermectina -8,4 Amorim, 2022
Remdesivir -7,3 Souza, 2023
ECA2
Molnupiravir -7,2 Souza, 2023
Paxlovid -7,1 Souza, 2023
Baricitinib -6,8 Souza, 2023
BrA/BrB/BrC -7,4/-7,6/-7,6 Este estudo
Luteina -8,7 Souza, 2023
Complexo Baricitinib -7,8 Souza, 2023
Spike/ECA2 Remdesivir -7,6 Souza, 2023
Paxlovid -7,0 Souza, 2023
Molnupiravir -6,8 Souza, 2023
BrA/BrB/BrC -7,6/-1,7/-17,5 Este estudo
Remdesivir -7,9 Souza, 2023
Ivermectina -7,0 Amorim, 2022
Mpro
Azitromicina -6,7 Gongalves et al., 2020
Hidroxicloroquina -6,3 Gongalves et al., 2020
Cloroquina -6,0 Gongalves et al., 2020

Fonte: Autora (2025)
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Nos estudos de docagem realizados, observaram-se resultados promissores, com
destaque para a brachydina C, que apresentou maior afinidade pela proteina Spike (AG =-9,0
kcal/mol). A brachydina A, por sua vez, demonstrou maior afinidade com o receptor ECA2 (AG
= —8,9 kcal/mol). Esses valores sdo comparaveis ou superiores aos observados para farmacos
utilizados durante a pandemia, como a ivermectina (AG = —9,3 kcal/mol) frente a Spike
(Amorim, 2022), baricitinib, molnupiravir e remdesivir, cujos valores variaram entre —8,0 e —
7,5 kecal/mol (Souza, 2023). Em relagdo ao receptor ECA2, todas as brachydinas apresentaram
energias de ligacdo mais negativas do que os fairmacos comparativos, como a ivermectina,
remdesivir e baricitinib.

Esses dados reforcam a hipotese de que as brachydinas podem competir pelos sitios de
ligacdo da proteina Spike, dificultando a entrada do virus nas células hospedeiras. A afinidade
observada com o complexo Spike/ECA2 também sugere que esses compostos possam atuar
como inibidores das interagdes virais. Em relagdo a Mpro, os valores de energia de ligagdo
obtidos foram semelhantes ou superiores aos dos medicamentos de referéncia, indicando uma
interacdo favoravel. De forma geral, os resultados evidenciam o potencial multialvo das
brachydinas, ressaltando sua viabilidade como candidatos promissores no combate a COVID-

19.

5.4 Estudos in vitro

5.4.1 Citotoxicidade Fr. DCM

ApoOs a avaliagao da estabilidade e atividade das trés brachydinas isoladas, que
apresentaram resultados promissores, optou-se por utilizar a Fr. DCM para os ensaios
biologicos. Essa fracdo contém as trés brachydinas em sua composi¢do, € seu uso apresenta
vantagens praticas, como menor custo de produ¢do e maior viabilidade técnica quando
comparado ao uso de compostos isolados.

Para avaliar a citotoxicidade da fracdo, foi empregado o ensaio de MTT, que ¢
amplamente utilizado para medir a viabilidade celular com base na atividade metabolica. Esse
teste consiste na redu¢do do sal de tetrazolio, de coloragdo amarelada, por enzimas dependentes
de NAD(P)H presentes em células viaveis, formando cristais insoluveis de formazan, de
coloracdo azul-arroxeada intensa. A quantidade de formazan formada € proporcional ao nimero

de células vivas, sendo quantificada por leitura espectrofotométrica (Grela et al., 2018).
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Os resultados da avaliagdo de citotoxicidade estdo representados na Figura 23. O
DMSO, utilizado como veiculo, ndo apresentou toxicidade significativa, mantendo uma

viabilidade celular média de 88%, estatisticamente semelhante ao grupo controle (p > 0,05).

Figura 23 - Viabilidade de células A549 com diferentes concentragdes da fracdo

diclorometanica de Fridericia platyphylla. Dados expressos como média + desvio padrio. (ns:

ndo significativo; *p <0,05; ****p <0,0001).
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Fonte: Autora (2025)

Em relagdo aos tratamentos, as concentragdes de 50 pg/mL e 100 ug/mL da Fr. DCM
reduziram significativamente a viabilidade celular, com diferengas estatisticas altamente
significativas em comparagao ao controle (p < 0,0001). Ja a concentracao de 25 pg/mL também
apresentou reducao (p<0,05), embora de forma mais moderada, com viabilidade média de
75,5%.

Por outro lado, a concentragdo de 12,5 pg/mL ndo diferiu estatisticamente do grupo
controle (p > 0,05), mantendo a viabilidade celular acima de 85%.

Esses dados estdo de acordo com Salgado ef al. (2020), que também observaram
toxicidade da Fr. DCM apenas em concentragdes mais elevadas. Assim, os resultados indicam
que a Fr. DCM apresenta perfil citotoxico com efeitos mais pronunciados em concentragdes
acima de 50 pg/mL.

Consequentemente, as duas concentragdes maximas nao serdo utilizadas para os demais

testes devido a toxicidade.
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5.4.2 Lesao pulmonar aguda

Para verifica¢do da atividade anti-inflamatéria da Fr. DCM, foi utilizado um modelo de
inflamacao in vitro com células epiteliais A549 estimuladas com lipopolissacarideo (LPS). O
LPS ¢ um componente da membrana de bactérias Gram-negativas amplamente utilizado para
induzir inflamagdo pulmonar, tanto in vivo quanto in vitro, por ativar vias inflamatérias e
promover a liberagdo de citocinas pré-inflamatorias (Gao et al., 2020). A Figura 24 apresenta
os efeitos do tratamento com Fr. DCM nas concentragcdoes de 12,5 e 25 pg/mL sobre a

viabilidade celular, na presenga de diferentes concentragcdes de LPS.

Figura 24 - Viabilidade de células A549 com lipopolissacarideo e tratadas com fragao
diclorometanica de Fridericia platyphylla. Dados expressos como média + desvio padrdo. (ns:

nao significativo; *p <0,05; **p<0,01; ****p <0,0001).

_ *kkk
150 ns —_ . [ Controle
1 hsy
_|_ [ DMSO
—_— ®le
£ 1004 eee 1 ] LPS 150 pg/m
S 4+ 'l_ e = LPS 150 + Fr. DCM 12,5 pg/ml
: + O . 5 Mg
% T [ LPS 150 + Fr. DCM 25 pg/ml
c 50
S -T— E LPS 200 pg/ml
oo [ LPS 200 + Fr. DCM 12,5 pg/ml
0 I LPS 200 + Fr. DCM 25 pg/ml
T T T T T T |
Ctr DMSO LPS Fr.12,5 Fr.25 LPS Fr.12,5 Fr. 25
LPS 150 pg/ml LPS 200 pg/ml
Tratamentos

Fonte: Autora (2025)

A andlise da Figura 24 evidencia que o LPS, nas concentra¢des de 150 e 200 pg/mL,
ndo comprometeu significativamente a viabilidade das células A549 quando comparado ao
controle, indicando que a concentragdo utilizada foi suficiente para induzir um estado
inflamatorio sem causar citotoxicidade, o que ¢ desejavel para modelos de inflamacao in vitro,
quando comparados a outros estudos (Wang et al., 2021; Gatera ef al., 2021), observa-se que a
reducdo significativa da viabilidade celular ocorre em concentragcdes de LPS superiores as
utilizadas neste trabalho.

Por outro lado, a administracao conjunta da Fr. DCM com LPS resultou em uma reducao
significativa da viabilidade celular, especialmente na concentragdo de 25 pg/mL. Esse efeito foi

mais pronunciado no grupo com 200 pg/mL de LPS, onde a fragao na dose de 25 pg/mL reduziu
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a viabilidade celular para valores abaixo de 50% (p <0,0001), ja para a dose de 12,5 pg/mL, a
reducdo da viabilidade ndo foi significativa para o LPS 100 pg/mL. Isso sugere um possivel
efeito citotéxico da Fr. DCM em concentracdes elevadas, intensificado na presenga do LPS,
uma vez que no teste de citotoxicidade a partir da concentragdo de 25 ug/mL a viabilidade
apresentou diferenga significativa em relacdo ao controle.

Portanto, os dados sugerem que a Fr. DCM pode apresentar atividade moduladora sobre
o processo inflamatdrio induzido por LPS em células A549, com efeitos dependentes da dose.
A concentracao de 12,5 ug/mL mostrou-se menos prejudicial a viabilidade celular, podendo
representar uma dose mais segura para aplicagdes in vitro. No entanto, para compreender
melhor o mecanismo de interacao e investigar a capacidade dessa dose em inibir a produgado de
citocinas inflamatorias induzidas pelo LPS, sdo necessarios experimentos adicionais. Dentre
eles, o ELISA, que sera realizado futuramente, a fim de determinar o potencial anti-inflamatorio

da Fr. DCM em modelos celulares de lesdao pulmonar aguda.

5.5 Estudos in vivo
5.5.1 Células no Fluido Lavado broncoalveolar (fLBA)

A quantificacao de células totais no fluido do LBA ¢ apresentada na Figura 25, ap6s os
diferentes tratamentos. O grupo tratado com LPS apresentou aumento significativo no nimero

de células inflamatdrias em relacao ao grupo controle.

Figura 25 - Contagem de células totais no fluido do lavado broncoalveolar de camundongos.

Dados expressos como média + desvio padrao. (****p <0,0001).
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A andlise dos dados demonstrou que a administragdo de LPS induziu um aumento
significativo no numero de células inflamatérias, quando comparado ao grupo controle
(p <0,0001), confirmando o sucesso do modelo de inflamagdo pulmonar aguda. Além disso, o
veiculo utilizado ndo demonstrou toxicidade, como evidenciado pelo grupo controle salina. Da
mesma forma, o grupo tratado apenas com a Fr. DCM (sem LPS) apresentou contagens
celulares semelhantes ao grupo controle, indicando boa tolerabilidade da fragdo e auséncia de
efeitos inflamatorios em animais saudéveis.

O tratamento com a Fr. DCM nas doses de 25 ¢ 50 mg/kg promoveu uma reducao
significativa no numero de células totais no fLBA em comparagao ao grupo LPS (p <0,0001),
sugerindo efeito anti-inflamatdrio da fracdo. Notavelmente, a dose de 25 mg/kg apresentou uma
redugdo mais pronunciada e ndo apresentou diferenga estatistica em relagdo ao grupo controle
salina ao contrario da dose de 50 mg/kg e da dexametasona, que ainda se mostraram
significativamente diferentes (p <0,001 e p <0,05, respectivamente). Esses resultados indicam
que a menor dose pode ter promovido um efeito anti-inflamatério mais eficaz e préximo do
perfil basal observado em animais saudaveis

Na andlise das células diferenciais, foi possivel verificar sob microscopio optico a
presenca de grandes grupos de neutréfilos em algumas laminas, enquanto outras apresentaram

predominancia de macréfagos, como demonstrado na Figura 26.

Figura 26 - Diferentes campos microscopicos observados sob objetiva de 1000x no fluido do
lavado broncoalveolar: (a) neutrofilos e macrofagos; (b) neutrdfilos predominantes; (c)

neutrofilos e linfocito.
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Fonte: Autora (2025)

Além da anélise morfoldgica, foi realizada a contagem diferencial das células presentes

no fLBA, com o objetivo de quantificar a propor¢do de neutréfilos, macréfagos e linfocitos nos
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diferentes grupos experimentais. Os resultados estdo representados na Figura 27, 28 e 29,

respectivamente.

Figura 27 - Contagem de neutrofilos no fluido do lavado broncoalveolar. Dados expressos

como média + desvio padrao. ****p <0,0001.
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A migracao de neutréfilos para o espacgo alveolar ¢ uma caracteristica marcante da lesao
pulmonar aguda (LPA). Sao os primeiros a serem recrutados para o local da inflamacao, e sua
ativacdo exerce papel fundamental na resposta inflamatéria aguda (Haute et al., 2020). O
recrutamento excessivo de neutrofilos estd fortemente associado a patogénese e a progressao
da LPA, sendo, portanto, a sua inibi¢ado um aspecto importante para o controle e a resolugao do
quadro inflamatorio (Silva, 2016).

No presente experimento, foi observada uma predominancia de neutréfilos no fLBA dos
camundongos submetidos a indu¢do da LPA por LPS. Conforme mostrado na Figura 27, o grupo
LPS apresentou aumento significativo na contagem de neutrdfilos em comparacdo ao grupo
controle salina, com p <0,0001, o que confirma o recrutamento intenso dessas células como
caracteristica da inflama¢do pulmonar aguda.

Os grupos tratados com a Fr. DCM nas doses de 25 e 50 mg/kg apresentaram uma
reducdo significativa na quantidade de neutrofilos em rela¢do ao grupo LPS (p <0,0001). Além
disso, essas redugdes ndo foram estatisticamente diferentes dos grupos controle salina e
dexametasona, indicando que o tratamento foi eficaz ao ponto de restaurar os niveis celulares
para valores basais. Esses achados evidenciam o potencial anti-inflamatério da fracdo, com

destaque para o controle da resposta neutrofilica, um dos principais eventos envolvidos na LPA.
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Figura 28 - Contagem de macrofagos no fluido do lavado broncoalveolar. Dados expressos

como média + desvio padrio. ns: ndo significativo; ****p <(0,0001.
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Os macrofagos também desempenham papel relevante nos mecanismos fisiopatoldgicos
da LPA, sendo, assim como os neutrofilos, envolvidos fase inicial da resposta inflamatoéria
(Bittencourt-Mernak et al., 2017). Conforme demonstrado na Figura 28, o grupo LPS
apresentou um aumento significativo na contagem de macréfagos em comparacao ao grupo
controle salina (p <0,0001), evidenciando o recrutamento dessas células para manutengao da
resposta inflamatoria.

Apesar de estarem associados a fase inicial da inflamagdo, os macrofagos também
exercem fungdes cruciais no processo de resolucao e reparagao tecidual, por meio da liberagao
de mediadores pro e anti-inflamatérios, a depender de seu fendtipo (M1 ou M2) e do
microambiente celular (Bittencourt-Mernak ef al., 2017). Dessa forma, sua presenca na regiao
broncoalveolar pode refletir tanto a manutencao da inflamagdo quanto a resolugado (Silva, 2016).

Em relagdo aos tratamentos, o grupo que recebeu a Fr. DCM na dose de 25 mg/kg
apresentou a maior redu¢do na contagem de macrofagos em comparagdo ao grupo LPS
(p<0,0001), com valores significativamente mais proximos ao grupo controle (p <0,05),
sugerindo um perfil anti-inflamatorio mais efetivo. Por outro lado, o grupo tratado com 50
mg/kg da fracdo apresentou contagens similares as observadas nos grupos LPS e dexametasona,
sem diferencas estatisticas entre eles, o que pode indicar que essa dose ndo inibe a presenca de

macrofagos no ambiente inflamatorio pulmonar.
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Esse resultado pode ser interpretado sob dois aspectos: por um lado, a presenga de
macrofagos pode contribuir para a manutengdo do processo inflamatdrio; por outro, pode
indicar um papel na resolucdo da inflamagao, dependendo do perfil fenotipico dessas células.
No entanto, ndo foram realizados experimentos especificos para distinguir entre os subtipos de
macrofagos (M1 — pro-inflamatérios e M2 — anti-inflamatérios), sendo necessaria investigacao

complementar para elucidar o papel funcional dessas células apds o tratamento com a fragao.

Figura 29 - Contagem de linfocitos no fluido do lavado broncoalveolar. Dados expressos como

média + desvio padrdo. ****p <(,0001.
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Na Figura 29, referente aos linfocitos, foi observado um aumento expressivo da
contagem dessas células no grupo LPS (p <0,0001), o que embora seja menos comum nas fases
iniciais da inflamagao aguda, pode indicar a ativagdo do sistema imune adaptativo em resposta
a lesdo pulmonar induzida. Os grupos tratados com a Fr. DCM apresentaram redugdo
significativa na contagem de linfocitos em relagdo ao grupo LPS (p <0,0001), sendo esse efeito
mais pronunciado na dose de 25 mg/kg, que atingiu niveis proximos aos observados nos grupos
controle salina e dexametasona. J4 a dose de 50 mg/kg também promoveu reducao, porém ainda
apresentou diferenga estatistica em rela¢do ao grupo controle (p < 0,01).

Esses resultados reforcam a atividade anti-inflamatoria pulmonar da Fr. DCM, com
efeitos consistentes na redugao tanto das células totais quanto diferenciais no fLBA. Além disso,

ndo foram observados efeitos adversos aparentes, uma vez que o grupo salina tratado com a
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fragdo na maior dose testada (50 mg/kg) ndo apresentou aumento significativo na contagem de
células inflamatoérias, indicando boa tolerabilidade da substancia.

De maneira geral, a dose de 25 mg/kg foi mais eficaz do que a de 50 mg/kg e apresentou
um perfil semelhante ao da dexametasona, ao promover a maior redu¢do nas contagens de
neutro6filos, macrofagos e linfocitos. Esses achados indicam que essa dose representa a melhor

resposta terapéutica dentro das condi¢des avaliadas.

5.5.2 ELISA de citocinas no fLBA

Para a quantificacdo das citocinas inflamatorias, interleucina 6 (IL-6) e interleucina 8
(IL-8) no fLBA, as concentracdes foram calculadas por interpolagdo das absorbancias nas
equagoes das respectivas curvas, com altos coeficientes de correlagao (R*>0,99), o que garante

precisdo nos dados obtidos, conforme demonstrado na Figura 30.

Figura 30 - Curvas padrao: (a) Interleucina-6 (IL-6); (b) Interleucina-8 (IL-8).
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A partir das curvas padrdo apresentadas, foram determinadas as concentragdes de IL-6
e IL-8 nas amostras dos diferentes grupos experimentais. Os resultados estdo representados nas
Figuras 31a e 31b e permitem avaliar o efeito do tratamento com a Fr. DCM na modulagao da

resposta inflamatoria pulmonar induzida por LPS.

Figura 31 - Quantificagdo de citocinas no fluido do lavado broncoalveolar: (a) interleucina-6;
(b) interleucina-8. Dados expressos como média + desvio padrdo. ns: ndo significativo;

w4 < 0,01; **%%p < 0,0001.
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Durante a inflamacdo, o sistema imune ¢ ativado e promove a liberacdo de diversas
citocinas. No entanto, na lesdo pulmonar aguda (LPA), essa resposta pode se tornar exacerbada,
desencadeando uma "tempestade de citocinas", que agrava o quadro clinico. Dentre essas
moléculas pro-inflamatorias, destacam-se a interleucina-6 (IL-6) e a interleucina-8 (IL-8), que

desempenham papéis centrais na fisiopatologia da inflama¢@o pulmonar (Pinheiro et al., 2019).



85

A IL-6 atua principalmente nos estagios iniciais da resposta inflamatoria, sendo
considerada um dos principais mediadores envolvidos na sua ativacdo. Ja a IL-8 ¢ responsavel
pelo recrutamento de neutrofilos para o tecido pulmonar, contribuindo para a amplificagdo da
inflamacao (Bittencourt-Mernak et al., 2017). Em pacientes com LPA, niveis elevados dessas
citocinas no fLBA estdo associados a pior progndstico e maior risco de mortalidade (Silva,
2016). Nesse contexto, a modulagdo de citocinas como IL-6 e IL-8 representa uma estratégia
promissora no controle ¢ na progressdo da LPA.

Diversos estudos na literatura (De Castro et al., 2023; Pinheiro et al., 2019; Bittencourt-
Mernak et al., 2017; Righetti et al., 2018, Haute et al., 2020), relatam o aumento significativo
de células inflamatorias no fLBA, bem como a elevacgdo de citocinas pro-inflamatorias, como
a IL-6 e a IL-8, em modelos animais com LPA induzida por LPS. Em concordancia, os
resultados obtidos no presente estudo demonstraram um aumento expressivo na contagem de
c€lulas e nos niveis dessas citocinas no fLBA dos animais com LPS sem tratamentos. Ambas
as citocinas, IL-6 e IL-8 foram significativamente elevadas no grupo LPS (p<0,0001),
confirmando o sucesso do modelo experimental e a ativacdo do processo inflamatoério.

O tratamento com a Fr. DCM demonstrou efeitos relevantes na modulagdo da resposta
inflamatéria, onde ambas as doses promoveram uma reducdo expressiva nas concentragoes
tanto de IL-6 quanto de IL-8, em niveis estatisticamente semelhantes aos observados no grupo
tratado com dexametasona, o controle positivo. Esses resultados sdo consistentes com os dados
celulares obtidos anteriormente, que também apontaram para uma redugdo significativa das
células inflamatdrias nos grupos tratados com a fragao, refor¢ando seu efeito anti-inflamatorio.

Entretanto, foi observado um aumento pequeno, porém estatisticamente significativo,
nos niveis de IL-6 no grupo salina + Fr. DCM em relagao ao grupo controle salina (p <0,01).
Esse achado ndo ¢ o suficiente para indicar que, em animais saudaveis, a Fr. DCM na maior
dose avaliada possui toxicidade evidente, dado que a contagem total de células e demais
citocinas nao foram alteradas de forma relevante.

No contexto geral, os resultados confirmam que a fragdo apresenta o potencial anti-
inflamatorio pulmonar especialmente na dose de 25 mg/kg, com capacidade de reduzir
mediadores pré-inflamatorios-chave, como IL-6 e IL-8, de forma semelhante a dexametasona,

mas sem efeitos adversos evidentes.
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5.5.3 Relacao Peso umido/peso seco

A relacdo entre peso umido e peso seco do pulmio ¢ utilizada como um indicador
indireto da presenca de edema pulmonar, um dos principais eventos fisiopatologicos na LPA e
caracteristica clinica da inflamacao (Silva, 2024). Os resultados dessa relagao sdo mostrados na

Figura 32.

Figura 32 - Relagdo peso timido/peso seco do pulmdo apos 24 horas. Dados expressos como

média + desvio padrdo. ****p <(,0001.
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O grupo tratado com LPS apresentou aumento significativo na relagdo peso umido/peso
seco em comparagao ao grupo controle (p <0,0001) indo de acordo com resultados encontrados
por De Castro ef al. (2023) onde apds 24 horas da instilagao do LPS, a relagdo peso umido/peso
seco foi maior do que do grupo controle salina, confirmando o desenvolvimento de edema
pulmonar induzido por LPS.

Por outro lado, os grupos tratados com a Fr. DCM demonstraram uma reducdo
significativa dessa relacdo, evidenciando um efeito protetor da fracdo contra o acumulo de
fluido pulmonar para ambas as concentragdes utilizadas, sendo estatisticamente semelhante ao
grupo controle salina e tratado com dexametasona, o fairmaco de referéncia. Apesar da
concentragdo de 25 mg/kg apresentar maior redugdo, ndo foi significativo entre os grupos

tratados.
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6 CONCLUSAO

O presente estudo apresenta os resultados iniciais sobre a estabilidade de moléculas
isoladas de Fridericia platyphylla e seu potencial terapéutico no contexto da LPA. A partir da
fragdo diclorometanica (Fr. DCM) do extrato hidroetanolico das raizes dessa espécie, foram
isolados trés flavonoides diméricos, identificados como brachydina A (BrA), brachydina B
(BrB) e brachydina C (BrC). Essas substancias foram caracterizadas por meio de técnicas
cromatograficas e espectroscopicas, revelando estruturas com quatro anéis aromaticos € um
nucleo base comum, diferenciando-se pelos substituintes presentes em um dos anéis.

Os estudos de estabilidade térmica demonstraram que as brachydinas apresentam
propriedades desejaveis para o desenvolvimento de farmacos. BrA destacou-se pela maior
estabilidade térmica, evidenciada por perdas de massa em temperaturas mais elevadas e maiores
valores de energia de ativagao. Por outro lado, BrC apresentou a maior vida util estimada (4 a
5 anos), sugerindo maior estabilidade sob condi¢des prolongadas de armazenamento. No teste
de fotoestabilidade, a Fr. DCM demonstrou sensibilidade a luz visivel, com degradagao
potencializada na presenga de TiO:, evidenciando um caminho sustentavel para controle
ambiental e descarte.

As analises in silico revelaram afinidades moleculares relevantes entre as brachydinas e
alvos associados a infec¢ao pelo SARS-CoV-2. Observou-se energias de ligagdo comparaveis
ou superiores as de farmacos utilizados durante a pandemia, como remdesivir, Baricitinib entre
outros. Esses achados reforcam o potencial multialvo das brachydinas e sua capacidade de
interferir em diferentes etapas da infecgao viral.

Nos ensaios in vitro, a Fr. DCM nao apresentou citotoxicidade na concentragao de 12,5
pg/mL, com viabilidade celular estatisticamente semelhante ao grupo controle. Contudo,
concentracgdes superiores a 25 pg/mL revelaram toxicidade, especialmente quando associadas
ao estimulo com LPS, sugerindo que doses mais baixas sdo mais seguras para investigagdes
subsequentes. Em particular, na presenca de LPS 100 pg/mL, a concentracdo de 12,5 pg/mL da
Fr. DCM ndo demonstrou citotoxicidade significativa, refor¢ando sua viabilidade para futuros
estudos celulares.

No modelo murino de inflamagao pulmonar aguda induzida por LPS, o tratamento com
Fr. DCM (25 e 50 mg/kg) reduziu significativamente a infiltragdo de células inflamatorias no
fluido do lavado broncoalveolar, incluindo neutroéfilos, macrofagos e linfocitos. Além disso, a
fracdo reduziu os niveis de interleucina-6 (IL-6) e interleucina-8 (IL-8), alcangando resultados

semelhantes aos observados no grupo controle tratado com dexametasona. A andlise da relacao
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peso umido/peso seco do pulmdo também indicou redugdo do edema pulmonar nos grupos
tratados. Notadamente, a dose de 50 mg/kg ndo causou efeitos adversos em animais saudaveis,
exceto na quantificagdo de IL-6, o que reforca a seguranga do uso da Fr. DCM em condigdes
fisioldgicas.

Esses resultados indicam que a Fr. DCM das raizes de Fridericia platyphylla apresenta
atividade anti-inflamatéria promissora, com potencial de aplicagdo no tratamento da LPA. Este
trabalho representa uma contribui¢do inédita para o entendimento das propriedades bioativas
dessa planta, tradicionalmente utilizada na medicina popular sob a forma de ché para tratamento
de dores e inflamagdes. Os achados sustentam a possibilidade de desenvolvimento futuro de
um fitofarmaco voltado ao tratamento de LPA, condi¢do frequentemente associada a COVID-
19 e a diversas outras doencas inflamatorias.

Por fim, este estudo reforga a importancia da valorizacao da biodiversidade brasileira e
destaca a relevancia de investimentos em pesquisas com plantas medicinais no cenario nacional,
promovendo o uso sustentdvel dos recursos naturais e o avango da ciéncia e tecnologia no

Brasil.
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