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RESUMO

Acacia polyphylla (Leguminosea — Mimosoideae) ocorre nos biomas da Amazonia, Caatinga,
Cerrado, Mata Atlantica e Pantanal, sendo conhecida popularmente como monjoleiro. E
empregada na medicina popular no tratamento da tosse, como fonte de substancias tanantes e
na recuperacdo de areas degradadas. Este trabalho descreve o estudo quimico e a avaliagdo da
atividade antioxidante de folhas de Acacia polyphylla. A prospeccédo fitoquimica detectou a
presenca de triterpenos, esteroides, saponinas e flavonoides. O estudo quimico por técnicas
cromatograficas usuais conduziu ao isolamento de quatro flavonoides (luteolina, isovitexina,
isoquercitrina e hiperosideo), trés triterpenos (a-amirina, f-amirina e lupeol), quatro esteroides
(estigmastenol, espinasterol, sitostanol e [B-sitosterol) e um alcano (n-nonacosano). As
estruturas das substancias isoladas foram elucidadas pelas analises dos espectros de RMN 1H e
13C, incluindo 2D, e CG-EM. Todas as substancias identificadas estdo sendo descritas pela
primeira vez nesta espécie. Para avaliar a atividade antioxidante foram determinados o teor de
fendis totais (Folin-Denis), o teor de flavonoides totais (AICI3) e a atividade sequestradora
frente ao radical livre DPPH. Com base nos resultados, pode-se considerar que todas as
amostras foram ativas por apresentarem o CEsg abaixo de 500 pg/mL. Diante da particdo com
solventes organicos a fracdo acetato de etila apresentou o melhor resultado dentre os obtidos,
com CEso no valor de 7,78+0,17 ug/mL, e teores de fendis totais e flavonoides totais com
valores de 563,28 +1,13 EAG/g e 217+0,17 EQ/g, respectivamente, sugerindo o potencial da

espécie A. polyphylla como fonte de antioxidantes.

Palavras-chaves: Acacia polyphylla; Monjoleiro; Flavonoides; Triterpenos; Antioxidantes.



ABSTRACT

Acacia polyphylla (Leguminosea - Mimosoideae) occurs in the Amazon, Caatinga, Cerrado,
Atlantic Forest and Pantanal biomes, being popularly known as monjoleiro. It is used in folk
medicine to treat cough, as a source of tanning substances and in the recovery of degraded areas.
This work describes the chemical study and evaluation of the antioxidant activity of Acacia
polyphylla leaves. The presence of triterpenes, steroids, saponins and flavonoids was assessed
by phytochemical prospecting methods. The chemical study, by classical chromatographic
techniques, led to the isolation of four flavonoids (luteolin, isovitexin, isoquercitrin and
hyperoside), three triterpenes (oa-amirin, B-amirin and lupeol), four steroids (stigmastenol,
spinasterol, sitostanol and [-sitosterol) and an alkane (n-nonacosane). Its structures were
elucidated by analyzes of the 'H and 3C NMR spectra, including 2D, and GC-MS. This is the
first report of all these compounds in this specie. Antioxidant activity, the total phenol content
(Folin-Denis), the total flavonoid content (AICI3) and the sequestering activity against free
radical DPPH were also evaluated. Based on its ECso (less than 500 pg/mL), all samples were
considered active. In front of the partition with organic solvents the ethyl acetate fraction
presented the best result among those obtained with ECso value of 7.78+0.17 pg/mL and total
phenol and total flavonoid contents with values of 563.28+1.13 EAG/g and 217+0.17 EQ/qg,

respectively, suggesting the potential of A. polyphylla as a source of antioxidants.

Keywords: Acacia polyphylla; Monjoleiro; Flavonoids; Triterpenes; Antioxidants
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1. INTRODUCAO

O conhecimento de plantas para fins medicinais é relatado desde épocas remotas. O uso
terapéutico de plantas € proveniente de civilizagdes como a Sumeérica e Acadiana. Hipdcrates,
um dos autores mais antigos, lista mais de 400 exemplares botanicos com propdsitos
medicinais. Ainda hoje, em comunidades com dificil acesso a medicamentos este tipo de
conhecimento se torna o Unico recurso para o tratamento de doengas. Desta forma, o interesse
para o desenvolvimento de novos produtos farmacéuticos que busquem aliar a tecnologia com
0 conhecimento tradicional desponta. O estudo desses compostos quimicos de origem vegetal
chama-se fitoquimica (CORDELL, 2015; DOUGHARI, 2012). A fitoquimica est&
intrinsecamente ligada a medicina tradicional ou em outros termos, medicina popular
(CORDELL, 2015).

Apesar do grande avanco da quimica moderna, os produtos naturais continuam
contribuindo para o desenvolvimento de novos farmacos, citando principalmente os
antibacterianos, antifingicos e antitumorais. De certa forma, a natureza é uma fonte inspiradora
para quimicos organicos na busca de metodologias de sintese total ou parcial, incluindo
manipulacdo de vias sintéticas de compostos biologicamente ativos que possam servir a
sociedade (NEWMAN; CRAGG, 2016). Um terco dos compostos quimicos aprovados pela
Food and Drug Administration (FDA), agéncia reguladora americana, sdo provenientes de
produtos naturais, desses um quarto é de origem microbiana, quase metade vem de mamiferos
e outro um quarto tem suas fontes nas plantas (PATRIDGE et al., 2016).

O estudo dos produtos naturais estimulou o desenvolvimento de técnicas de separacao,
abordagens espectroscépicas para a elucidacdo estrutural e metodologias de sinteses que
constituem atualmente a base para quimica organica contemporanea (JARVIS, 2000).

O crescente interesse em novas substancias biologicamente ativas esta diretamente
relacionado a riqueza da biodiversidade. O género Acacia, familia Leguminosae, € um dos
maiores entre as Angiospermas. Espécies deste género sao utilizadas como medicinais,
ornamentais, em marcenaria, curtumes, perfumaria e na reconstrucdo de areas degradadas.
Diversas atividades farmacoldgicas sdo descritas para este género, como anti-inflamatdria, anti-
hipertensiva, antiespasmaodica, antiviral, antimicrobiana, dentre outras (ANDRADE et al.,
2003). A potencialidade quimico-farmacologica descrita para o género Acacia justifica os
estudos quimicos e bioldgicos de espécies deste género. Neste trabalho, analisou-se o perfil

qguimico da espécie Acacia polyphylla e avaliou-se a atividade antioxidante.
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1.2 Familia Leguminosae - Subfamilia Mimosoideae

Leguminosas fazem parte da dieta humana desde do inicio da agricultura, se tornando
as primeiras plantas a serem domesticadas. Constituem-se em alimentos acessiveis de baixo
preco e distribuidos mundialmente (VIEW, 2018). Monoculturas economicamente importantes
como ervilha, feijdo, soja e amendoim fazem parte desta familia. Existem ainda espécies que
sdo utilizadas como madeira para construcdo, artesanatos, esséncias para perfumes, tinturas,
adubos verdes e forragens (AHMAD; ANWAR; HIRA, 2016; RIBEIRO; DE QUEIROZ;
MORIM, 20186).

A Leguminosae, recentemente denominada Fabaceae, € uma familia extensa e
compreende cerca de 19.400 espécies, divididas em 730 géneros (AHMAD; ANWAR; HIRA,
2016; VIEW, 2018). O legume, fruto tipico desta familia, abriu precedente para o nome
Leguminosae (RIBEIRO; DE QUEIROZ; MORIM, 2016). Suas formas vao desde plantas anas
a arvores mais densas (AHMAD; ANWAR; HIRA, 2016). Espécies de Leguminosae se
distribuem por ambientes tropicais, subtropicais, frios, temperados e aridos, apresentando uma
maior diversidade nos dois primeiros (VIEW, 2018). No Brasil, consiste na familia botanica
com maior nimero de espécies, representando cerca de 54,7% das angiospermas endémicas
(CHAGAS et al., 2014; RIBEIRO; DE QUEIROZ; MORIM, 2016).

Devido a sua associacdo com bactérias, algumas das espécies da familia Leguminosae
sdo conhecidas pela sua habilidade de converter o nitrogénio atmosférico em compostos
nitrogenados Uteis para nutricdo das plantas. Esta familia, de uma forma incomum, demonstra
uma espetacular diversificagdo evolutiva em plantas, sendo diversa tanto morfologicamente,
como fisiologicamente e ecologicamente (LPWG, 2017).

Espécies desta familia tém sido usadas popularmente no tratamento de diversas doencas,
por causa de suas propriedades anti-inflamatorias, citotoxicas, antimicrobianas e
antibacterianas, o que torna interessante a investigacao de suas a¢des farmacoldgicas e de seus
constituintes quimicos (AHMAD; ANWAR; HIRA, 2016). Componentes como aminoacidos,
proteinas, oligoelementos e agUcares, tidos como agentes antioxidantes, despertam este tipo de
interesse, além de taninos, flavonoides, fitatos, oligossacarideos e saponinas que se relacionam
com efeitos protetores contra doencas cardiovasculares, diabetes e cancer (VIEW, 2018).

A familia Leguminosae pode ser dividida tradicionalmente em trés subfamilias:
Papilionoideae, Mimosoideae e a Caesalpinioideae (CHAGAS et al., 2014; RIBEIRO; DE
QUEIROZ; MORIM, 2016; VIEW, 2018).
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A subfamilia Mimosoideae é a segunda mais diversa em numero de espécies dentro de
Leguminosae, com mais de 3.200 espécies divididas em torno de 80 géneros, com distribuicdo
em regibes tropicais, subtropicais e temperadas do mundo (CHAGAS et al., 2014; VIEW,
2018). Nacionalmente sdo relatadas cerca de 819 espécies agrupadas em 35 géneros (CHAGAS
et al., 2014). Distinguindo-se das demais subfamilias de Leguminosae pelas flores em filetes,
sementes com pleurogramas e folhas bipinadas (BORGES; PIRANI, 2013).

Esta subfamilia possui, em geral, dois tercos das suas espécies conhecidas divididas em
trés géneros: Senegalia ou também Acacia Mill., Mimosa e Inga, que se destacam entre os 20
maiores géneros da familia Leguminosae (NICULAU et al., 2016; SOUSA; BASTOS;
ROCHA, 2009).

A maioria dos membros de Mimosoideae tornaram-se medicinalmente importantes em
varios paises. Na India, grupos autoctones utilizam espécies desta subfamilia, como Mimosa
pudica, Acacia nilética, Acacia catechu e Acacia concinna, como agentes terapéuticos na cura
de leucorréia, fraturas 6sseas, eczema e cancer de mama. Os géneros desta subfamilia como
Acacia, Albizia, Mimosa e Samanea ja tiveram comprovadas suas atividades no combate a
disenteria, como agentes antioxidantes e antidiuréticos (SAHA; KAR; SEN, 2018).

1.3 Género Acacia

Dentro da familia Leguminosae — Mimosoideae, 0 género Acacia se apresenta como 0
segundo em representatividade numérica incluindo mais de 1350 espécies (GABR et al., 2018;
ORCHARD; MASLIN, 2003; SEIGLER, 2003). As espécies de Acacia estdo difundidas pela
Africa, Asia, Américas e Australia (MURPHY et al., 2003).

Ha registros histéricos de Acacia desde o Egito antigo, por meio de hierdglifos que
simbolizavam a arvore. Os judeus também registraram a ocorréncia de Acacia, segundo escritos
biblicos a sua madeira foi utilizada na construcdo da arca do tabernaculo. Devido a sua origem
historica e por possuir especies em varios lugares do globo terrestre, a sistematica de
nomenclatura botanica desse grupo de espécies adquiriu certa complexidade (MURPHY et al.,
2003).

Um dos produtos mais proeminentes deste género € a chamada goma arabica, usada pela
indUstria alimenticia para modificar reologia de materiais, atuando como estabilizante,
formadora de filmes, espessante, floculante e emulsificante (DAOUB et al., 2016). A goma

arébica é um exsudado proveniente de um mecanismo de protecdo das espécies Acacia senegal
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e Acacia seyal contra insetos e invasores, e na cicatrizacdo de feridas. O uso dessa goma remete

a tempos antigos. Desde 4000 a.C, onde o0s chineses e japoneses a utilizavam na pintura bem

como os egipcios a utilizavam no embalsamento de mdmias (SANCHEZ et al., 2017).

Espécies deste género tém sido utilizadas na medicina popular (Tabela 1) para o

tratamento de diversas doengas, como diarreia, infec¢fes urinarias, gastrites, tuberculose, asma

e dores de cabeca. O uso medicinal destas espécies motivou a investigacdo bioldgica de

extratos, fracdes semi-purificadas e substancias isoladas (Tabela 1), destacando-se propriedades

anti-inflamatoria, antibacteriana, antimicrobiana, antiplaquetaria, anti-hipertensiva, analgéesica

e anticancerigena. Estas atividades s&o relacionadas aos componentes quimicos comuns deste

género, como &cidos fendlicos, alcaloides, terpenos, taninos e flavonoides (AFSAR et al., 2018;
GABR et al., 2018).

Tabela 1. Uso medicinal e atividades farmacoldgicas descritas para espécies do género Acacia.

Espécie Esa;éz Uso popular Atividade bioldgica Referéncias
Casca do Antidiabética
_— . - SR (EX; STEM, 2016;
A. auriculiformis | caule Doengas reumaticas antlmalarlca,_ antlox@a_nte, SUBBARA! etal., 2017)
Folhas hepatoprotetiva, larvicida
flores, bron uitelvitili ’o Antiviral, antiflngica,
A. catechu sementes, ronqurte, go, antibacteriana, antipirética, | (ALAMBAYAN et al., 2015)
cancer, dor no peito, - .
casca, L anticoncepcional
P diarreia, dor de dente,
raizes M
ulceragdes
. - (CASTILLO-MITRE et al.,
A.cochliacantha Folhas, - Anti-helmintica, 2017; OLMEDO-JUAREZ et
flores antimicrobiana
al., 2017)
Flores, . (EL AYEB-ZAKHAMA et al.,
A.cyanophylla vagens - Alelopatica 2015)
Vagens, ) L.
A. cyclops sementes Alelopética (JELASSI et al., 2016)
(LORENZO; PEREIRA,;
A. dealbata - - Alelopética RODRIGUEZ-
ECHEVERRIA, 2013)
Leucoderma, Ulceras,
Casca estomatite, doenca do Analgésica, anti-
A. ferruginea ' sangue, gonorreia, inflamatdria, antitlcera, (FAUJDAR et al., 2016)
folhas - .
doencas oculares e do | antitumoral, adstringente
figado, coceira
A. hamulosa Pgrtes - Antimicrobiana (ALAIMI et al., 2017)
) aéreas N
Antioxidante, anti-
Casca inflamatoria,
A. hydaspica folhas, - anticancerigena (mama e (AFSAR et al., 2015)
prostata), analgésica,
antipirética, antidepressiva
Diarreia, disenteria, . .
Casca malaria, doencas Anp?act_enana,_
A. karroo ' ' antifingica, anti- (MAROYI, 2017)
folhas sexualmente P S
L helmintica, antimalarica
transmissiveis (DSTS)
Cascado | Maléria, sifilis Anti-inflamatoria,
A. melifera . - y analgeésica, antipirética, (AUGUST et al., 2017)
caule ingestéo, problemas

antimicrobiana
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estomacais,
pneumonia

Esterilidade, diarreia,
doencas oculares no

Anti-hipertensiva,

Casca do gado, dor de antimicrobiana, (ANGELDO, 2015;
caule, estomago, malaria, imunomoduladora, DONALISIO et al., 2018;
A nilética folhas tosse, pneumonia, dor antitumoral, FAUJDAR et al., 2016;
: de garganta, asma, antibacteriana, REDDY; NIRMALADEVI;
reumatismo, antioxidante, anti- GOPINATH, 2018; VERMA
hemorroida, helmintica, afrodisiaca, etal., 2015)
inflamacdes, diurética, antiviral
tuberculose
. Antioxidante,
A. salicina Folhas - antimutagénica (ALAJMI et al., 2017)
Casca do Infertilidade, cancer,
A. seyal caule dermatoses - (ABDLLHA et al., 2016)
A suma Casca do I(;gp;r:ﬁ;?éﬁgeumoma, A_ntimglériga, afrodisiaca, (DASH; ABDULLAH;
: caule di ' ' hipoglicémica ACHARYYA, 2014)
iabetes
Anti-nociceptiva em
A tortillis Sementes, ) roe_dores, ar_lsioll’tica,_ (AGRAWAL etal., 2018;
’ folhas antidepressiva, sedativa, ALAIMI et al., 2017)

anticonvulsivante

O uso medicinal e as propriedades farmacologicas de espécies de Acacia motivou a
investigagdo do metabolismo secundério destas plantas. Diversos metabolitos secundarios

como as cumarinas, taninos, glicosideos cianogénicos, alcaloides, esteroides e flavonoides

foram verificados no género Acacia. Os flavonoides correspondem ao grupamento quimico

predominante neste género (ANDRADE et al., 2003), motivo pelo qual a presente pesquisa

direcionou-se na busca da identificagcdo de novos antioxidantes naturais.

Entre os compostos isolados deste género, podemos citar os flavonoides isolados da A.

albida (MOHAMMED et al., 2018) e os dois novos acidos glicosideos monoterpénicos isolados

de A. cyclops (JELASSI et al., 2014). Abaixo a Figura 1 com as estruturas quimicas dos

compostos isolados destas espécies.
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Figura 1. Substancias identificadas em espécies do género Acacia.
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1.3.1 Flavonoides identificados em espécies do género Acacia

Conhecidos como pigmentos naturais importantes que protegem as plantas contra
agentes oxidantes, os flavonoides sdo uma grande classe de compostos polifendlicos,
considerados um dos maiores grupos de metabolitos secundarios das plantas, ndo sendo
sintetizados pela espécie humana, mas presentes de forma diaria em sua dieta por meio de chas,
vinhos, frutas e vegetais (COUTINHO; MUZITANO; COSTA, 2009; MESSIAS, 2009; SILVA
et al., 2015).

Os flavonoides se apresentam na forma de agliconas ou glicosideos, esses compostos
polifendlicos sdo biossintetizados pela via do acido chiquimico. O flavilium é 0 nome dado a
estrutura basica de tais compostos, constituida por cerca de 15 carbonos distribuidos em dois
anéis benzénicos (A e B), interligado por um anel do tipo pirano, um heterocicico (C), as
variagcOes quimicas dentro dessa estrutura pode dar origem a cerca de mais de quatro mil
flavonoides que podem ser entdo separados em classes. Entre suas principais classes estéo as
antocianidinas, flavanas, flavonas, flavondis, isoflavonois e chalconas. Essas classes se

distinguem pelo nivel de oxidacao e/ou saturacdo apresentado pelo anel C, e dentro das proprias
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classes os compostos séo individualizados pela diferenciacdo quanto ao padréo de substituigcéo
dos anéis A e B, como 6xidos de metais, glicosilag@es, acilagdes e substituintes hidroxilas (OH)
(CARUSO, 2012; COUTINHO; MUZITANO; COSTA, 2009; SILVA et al., 2015).

Os flavonoides, incluindo suas classes como flavanas, flavanonas, flavonais, flavonas e
seus glicosideos ja foram encontrados em diferentes espécies do género Acacia. O cerne e as
cascas foram as partes mais relatadas em espécies australianas e africanas. Existe também o
estudo de outras partes como a vagens, folhas e sementes, mas estes de forma menos comum
que as anteriormente citadas (SUBHAN et al., 2018). Alguns destes trabalhos serdo relatados a
sequir.

A A. auriculiformis é uma arvore muito comum na india. Em um estudo dos extratos
metanolico e etandlico das vagens desta espécie caracterizou-se a presenca do flavonoide
quercetina (BANDYOPADHYAY, 2018).

O cerne da arvore de A. catechu, usada como planta medicinal na Ayuverda, é rico em
flavonoides como: catequina, epicatequina, epicatequina-3-O-galato, epicalocatequina-3-O-
galato, homo-isocatequina, quercetina, procianidina, taxifolina, isoramnetina e canferol
(SRIVASTAVA; SHARMA; SINGH, 2016; STOHS; BAGCHI, 2015). Ja do cerne de A.
confusa foram isolados trés flavandis a melacidina, 4-O-metilmelacacidina e 4’-O-
metilmelacacidina; uma flavanona, 7,8,3’,4’-tetra-hidroxiflavanona; um flavanonol, trans-
3,7,8,3’,4’-pentahidroxiflavanonol; duas flavonas, 7,3’,4’-trihidroxiflavona e 7,8,3’,4’-
tetrahidroxiflavona; cinco flavonois, 7,3,4’-trihidroxi-3-O-metilflavonol, melamoxetina,
transilitina, 4’-O-metilmelanoxetina e 4’-O-metiltransilitina; e uma chalcona, a okanina. Da
raiz dessa espécie foram isolados os flavonoides melacacidina, isomelacidina, melanoxetina,
transilitina, okaina, (+)-catequina e a (-)-epicatequina (LIN; CHANG; CHANG, 2018).

Do polén de A. dealbata foi possivel identificar compostos derivados da nangerina-
chalcona, derivados da luteolina (substituicdes 6- ou 8-O), um diidroflavonol e derivados de
quercetina (ANJOS et al., 2014). Ja das flores dessa espécie foram isoladas a isoquercetrina,
quercetina-3-O-B-D-glicopiranosideo, isomiricitrina e o hiperosideo (MOVSUMOV et al.,
2017).

Na busca por substancias antioxidantes de A. hydaspica foram isolados da fragdo em
acetato de etila os flavonoides: 7-O-galoil-(+)-catequina e a (+)-catequina (AFSAR et al.,
2018). De A. leucophloea foram isolados 3 flavonoides, sendo eles a catequina, O-metil-
epicatequina e a leuco-fisetinidina (SULAIMAN; NASIYA; BALACHANDRAN, 2016) .
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Da fragdo em acetato de etila de folhas de A. nilotica foram isoladas duas flavonas a 5,
7, 3°,4’- tetrahidroxiflavona-3-O-galactose e a penta-metoxiflavona (BASHIR, 2014). Outros
flavonoides descritos para folhas e cascas dessa espécie sdo a catequina, naringenina, canferol,
melacidina, leucocianidina, acacetina, vitexina, taxifolina e a miricetina (RATHER; SHAHID-
UL-ISLAM; MOHAMMAD, 2015; SADIQ et al., 2015).

Da A. pycantha foram identificados os flavonoides (2S)-naringenin-5-O-B-D-
piranosideo, miricetina-3-ramnosideo, quercetina-3-glucosideo, canferol-3-rutinosideo e a
chalcona isolipurposideo-glicosideo (HENDRA; WILLIS; KELLER, 2018). Ja da espécie A.
nigrescens, usada na medicina popular no tratamento de disenteria e convulsées, foram isolados
os flavonoides melanoxetina, quercetina e quercetina-3-O-éter-metilico (BODEDE et al.,
2018).

1.3.2 Acacia polyphylla

Conhecida por nomes comuns como: espinheiro, monjoleiro, monjoleira, juqueri-guacu,
marica, parica-branco, paricarana-de-espinho, Acacia polyphylla DC. (Figura 2, pag. 10), é uma
arvore espinhenta de 3 a 6 m quando jovem e atingindo até 20 m quando adulta. O seu tronco
pode variar de 40 a 60 cm de diametro com folhas bipinadas de 20 a 26 cm de comprimento. E
uma espécie nativa das regides amazOnicas, do cerrado e mata atlantica. Ocorre
preferencialmente em solos férteis e argilosos, sendo reconhecida como uma fixadora de
nitrogénio (LORENZI, 1992; MONQUERO et al., 2011).
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Figura 2. Espécie A. polyphylla

-

Fonte: Elaine Cacal Cesarino, 2017

Sinonimia de Senegalia polyphylla, esta espécie é encontrada na América Central em:
Belize, Costa Rica, El Salvador, Guatemala, México e Panama. J& na América do Sul na
Argentina, Bolivia, Coldmbia, Equador, Paraguai, Peru, Suriname e Venezuela. Com flores
coletadas de dezembro a abril e frutos de abril a outubro no Brasil, essa espécie possui 56
individuos de 85 espalhados no continente americano. Sua ocorréncia foi registrada nos estados
de Séo Paulo, Rio de Janeiro, Goias, Mato grosso, Mato Grosso do Sul, Sergipe, Amazonas,
Para, Alagoas, Ceara, Maranhdo, Bahia, Minas Gerais, Parand, Espirito Santo, Paraiba, Piaui e
Distrito Federal (TAMASHIRO; ANDREA; ESCOBAR, 2016).

A madeira da A. polyphylla é propria para a marcenaria. A casca serve para curtir o
couro. Quando em flor possui valor ornamental e sua copa frondosa garante uma boa sombra
aos animais. Por apresentar caracteristicas rusticas e ser do tipo pioneira, € uma arvore muito
utilizada em programas de reflorestamentos em &reas de preservacdo ambiental (LORENZI,
1992). Apesar do interesse econdmico e medicinal, poucos estudos quimicos e farmacol6gicos
sdo descritos para esta espécie (CASTRO et al., 2016).
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1.4 Antioxidantes

O envelhecimento pode ser tido como um processo no qual gradativamente ha aumento
das perdas funcionais vitais que ocorre com alta complexidade bioldgica. Envelhecer leva a um
comprometimento progressivo implicando em riscos para o desenvolvimento de doencas
neurodegenerativas, doencas cardiovasculares além de cancer e diabetes (CORREA et al.,
2018).

Os compostos antioxidantes sdo vistos com grande interesse cientifico pelo seu
potencial biologico parte disso devido a ideia que funcionariam como inibidores nas vias de
envelhecimento ajudando assim a prolongar a vida e abrandar doencas decorrentes da idade
(ALVES et al., 2010; AMORATI; VALGIMIGLI, 2018; CORREA et al., 2018). Um estudo
realizado com mulheres jovens e de meia idade na Suécia associou uma dieta rica em
antioxidantes a reducéo do risco de infarto de miocardio (HANTIKAINEN et al., 2018). Porém
a acdo retardatéria para o envelhecimento e doencas associadas seria apenas uma das benesses
creditadas aos antioxidantes.

Os antioxidantes sdao um grupo de substancias heterogéneas (vitaminas, minerais,
compostos vegetais e enzimas) que possuem acdo retardataria para alteracGes oxidativas, eles
bloqueiam o efeito danoso dos radicais livres, resultando em protecdo contra os danos
oxidativos (MESSIAS, 2009).

Um estudo realizado com camundongos sugeriu que a combinacédo de drogas, entre elas
um antioxidante, ajudaria no combate ao estresse oxidativo promovendo uma neuroprotecao
apos uma Lesdo Cerebral Traumatica (LCT) melhorando o quadro do dano cerebral secundario.
A LCT é uma importante fonte de mortalidade e morbidade afetando milhdes de pessoas em
todo o mundo, causando impacto econdmico significativo. Entre os varios mecanismos
fisiopatoldgicos envolvidos na progressao do dano cerebral secundério, disfuncdo neurolégica
a longo prazo apo6s a LCT, esta o estresse oxidativo (CHANDRAN et al., 2018).

O conceito de oxidagdo pode ser entendido como perda de elétrons para outra substancia
e 0 processo inverso € chamado de reducdo. Esse processo de transferéncia de elétrons é
essencial para a sobrevivéncia das células, fundamental a vida aer6bica e ao metabolismo
humano. O resultado desse tipo de reagéo sdo os radicais livres que apesar de serem mediadores
em varias rotas metabolicas, envolvidos na fagocitose, sinalizacdo intercelular, sintese de
substancias bioldgicas importantes e producéao de energia, sdo considerados prejudiciais quando
em excesso, provocando danos ao DNA, proteinas e organelas celulares por alterar estrutura e
funcdes (BARREIROS; DAVID, 2006; MESSIAS, 2009).
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Os radicais livres sdo espécies quimicas produzidas naturalmente ou por meio de uma
disfuncdo bioldgica, instveis e muito reativos devido aos seus elétrons desemparelhados.
Quando possuem o elétron desemparelhado centrado no atomo de oxigénio é denominado como
Espécie Reativa de Oxigénio (ERO) quando o elétron desemparelhado estd no atomo de
nitrogénio, Espécie Reativa de Nitrogénio (ERN). Envolvidos em patologias como o céancer
entre outras como envelhecimento precoce, AIDS, catarata, doengas cognitivas e artrite, 0s
radicais livres sdo vistos como a causa ou agravantes desses quadros (ALVES et al., 2010;
BARREIROS; DAVID, 2006).

Dada a importancia dos antioxidantes estes constituem em grupo heterogéneo que
podem ser divididos para uma melhor compreensdo em dois grupos: antioxidantes diretos e
antioxidantes indiretos (AMORATI; VALGIMIGLI, 2018).

Os antioxidantes diretos sao capazes de proteger, prevenindo, bloqueando ou retardando
0 processo de oxidacdo expressando sua atividade tanto em ensaios in vivo quanto em vitro.
Diante de remocdo ou inativacdo dos radicais livres com doagdo de atomos de hidrogénio
interrompendo a propagacdo em cadeia; remoc¢do do oxigénio por meio de reacdes quimicas
estaveis ou processos enzimaticos e quelacdo de ions metalicos que catalisam a oxidagédo
lipidica como o cobre (Cu) e o ferro (Fe) (AMORATI; VALGIMIGLI, 2018; MESSIAS, 2009).

Os antioxidantes indiretos possuem pouca ou nenhuma agdo antioxidantes, eles ndo
protegem os materiais da auto-oxidacdo mas em contrapartida conseguem aumentar o potencial
antioxidante de outros, isso acontece quando da inducdo de biossintese de enzimas
antioxidantes que aumentam a defesa antioxidante do organismo. (AMORATI; VALGIMIGLLI,
2018; MESSIAS, 2009).

Atuando no corpo humano no combate aos radicais livres, os antioxidantes possuem
duas fontes: substancias produzidas pelo proprio organismo como a glutationa peroxidase
(GPx), superdxido dismutase (SOD) e a catalase (CAT) ou substancias adquiridas através da
dieta como a-tocoferol (vitamina E), acido ascorbico (vitamina C) e compostos fenolicos nos
quais destacam-se os flavonoides (BARREIROS; DAVID, 2006).

As plantas consistem em verdadeiras fabricas de compostos quimicos (CORDELL,
2015). Muitos desses compostos ndo participam diretamente do seu crescimento e
desenvolvimento. Esses compostos sdo chamados de metabdlitos secundarios. Algumas das
suas funcdes sdo desconhecidas e sua elucidacdo tem sido feita com frequéncia. Baseado na
origem biossintética, os metabolitos secundarios de plantas se dividem em trés grandes grupos:

os alcaloides, terpenos e compostos fenolicos (JARVIS, 2000).
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Os grupos Fendlicos dividem-se em &cidos fendlicos, polifendis flavonoides
(flavononas, flavonas, xantonas e catequinas) e polifendis ndo flavonoides. Os flavonoides séo
polifendis que por possuirem uma estrutura privilegiada tornam-se ideais no sequestro de
radicais livres, agindo como antioxidantes mais potentes que o a-tocoferol e acido ascorbico,
vitaminas E e C respectivamente. Obedecendo a fatores como estabilidade do radical flavanoil
formado; capacidade em quelar metais de transicdo bem como a reatividade de hidrogénios (H)
e elétrons, entre outros, estabelece-se que quanto mais hidroxilas o composto possui maior sera
a sua acdo antioxidante. Existem mais de 4 mil compostos descritos por exemplo, a quercetina,
o caempferol e a quercitrina séo flavonoides presentes em cerca de 70% das plantas (ALVES
etal., 2007; DOUGHARI, 2012).

A industria farmacéutica e a alimenticia possuem interesse em compostos antioxidantes
além da criacdo e aprimoramento de farmacos ou suplementos, ja que os efeitos danosos dos
radicais livres também sdo notados em plantas e alimentos provocando alteragcdes no odor e
sabor bem como a reducdo do valor nutricional. Os antioxidantes atuariam na prevencgédo da
decomposicdo oxidativa causadas pela exposicdo a luz, temperatura e umidade, protegendo
assim cosméticos, farmacos e alimentos em geral. Nesse cenario, principalmente no tocante a
inddstria de alimentos, utilizam-se muito os antioxidantes sintéticos como o butil-hidroxi-anisol
(BHA), o butil-hidroxi-tolueno (BHT), o terc-butil-hidroquinona (TBHQ) e o propil-galato
(PG). O mercado moderno diante de novas prerrogativas da sociedade busca alternativas e
fontes mais naturais, o que inclui nesse contexto os antioxidantes (ALVES et al., 2010;
BARREIROS; DAVID, 2006; MESSIAS, 2009).

Em estudo sobre promessas e desafios do uso de novos fitoquimicos como compostos
antienvelhecimento humano, CORREA e colaboradores (2018), propuseram como
direcionamento para novas pesquisas a busca para identificacdo de moléculas antioxidantes
provenientes de fitoquimicos envolvidos no combate ao envelhecimento, levando em
consideracdo ndo s6 a comprovacao de uma atividade eficiente mas também as interacbes

sinérgicas existentes principalmente em extratos fitoquimicos.
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2. OBJETIVOS
2.1 Geral
Contribuir para o conhecimento da composicdo quimica e do potencial biologico de A.

polyphylla.

2.2 Especificos

Isolar e identificar metabdlitos secundéarios de folhas de A. polyphylla por técnicas
cromatogréficas e espectroscopicas;

Quantificar o teor de fendis totais e flavonoides totais de extratos e fragdes de folhas de
A. polyphylla.

Avaliar a atividade antioxidante de extratos e fragdes de folhas de A. polyphylla pelo

ensaio da atividade sequestradora do radical livre DPPH.

26



3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Material vegetal e preparacéo de extratos

As folhas de A. polyphylla foram coletados no campus da UFT, Gurupi — To sendo a
espécie identificada por meio da Excicata n° 7485, Herbario HUTO, Unitins.

O material botanico (200 g), seco e triturado, foi submetido a extracdo por maceragao
em etanol. O material extraido foi filtrado e concentrado em rotaevaporador (45 °C) resultando
no extrato em etanol (8,20 g). Parte do extrato em etanol (7,00 g) foi solubilizado em uma
mistura de metanol-agua (3:7) e particionado com solventes organicos em polaridade crescente

dando origem as fragdes em hexano (2,92 g), cloroférmio (0,23 g) e acetato de etila (1,30 g).

3.2 Métodos cromatograficos
3.2.1 Cromatografia em Coluna (CC) e Cromatografia em Camada Delgada Analitica
(CCDA)

A cromatografia em coluna foi realizada tendo como suporte Sephadex LH-20
(Amersham Biosiences) e gel de silica (70-230 mesh, Vetec). Para Cromatografia em Camada
Delgada Analitica (CCDA) foram usadas cromatofolhas de silica 60F2s4 (Merck) e como
reveladores foram utilizadas solucbes de cloreto férrico a 2% e reagente de Liebermann—
Burchard.

3.2.2 Cromatografia com fase Gasosa (CG) acoplada a Espectrometria de Massas (EM)

Os espectros de massa de baixa resolucdo, obtidos na UFRRJ, foram registrados em
cromatdgrafo com fase gasosa GC/EM-QP2010 Plus Shimadzu acoplado a espectrometro de
massas com analisador quadrupolo e ionizacdo por impacto de elétrons, 70 eV. A programacao
utilizada foi como no Quadro 1:

Quadro 1. Programacéo do cromatografo acoplado ao espectrdmetro de massas.

Temp. Temp. Fluxo  na| Gés de | Rampa (r) Temp.
Forno Injetor Col. Arraste Corrida
60- 290 °C | 250 °C 1 ml/min. Hélio 10 °C/min. | 60 min.

3.3 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)
Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear *H e 13C (incluindo experimentos
bidimensionais), obtidos na UFRRJ e na UENF, foram registrados em espectrometro Brucker,

modelo Advance Il, operando com frequéncias 500 MHz para H e 125 MHz para 3C. Como
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referéncia interna foi usado tetrametilsilano ou residuo de solvente como CHCIlz e MeOH, nos
respectivos solventes deuterados. Os deslocamentos quimicos (3) foram obtidos em partes por

milhdo (ppm) e as constantes de acoplamento (J) foram expressos em Hertz (Hz).

3.4 Prospeccao fitoquimica

A prospeccéo fitoquimica do extrato e fracGes de A. polyphylla para a caracterizacédo de
algumas classes de compostos fendlicos, flavonoides, saponinas, alcaloides, esteroides e
triterpenos foi realizada segundo MATOS (1997), com pequenas modificacoes.

3.4.1 Taninos

Em um tudo de ensaio foi adicionado 1,0 ml da amostra e gota a gota, foi acrescentada
uma solucdo de gelatina 2,5%. O aparecimento de precipitado branco indicaria a presenca de
taninos.

3.4.2 Esteroides/Triterpenos

Os testes para esteroides/triterpenos foram realizados pela reacdo de Lieberman-
Burchard (anidrido acético + &cido sulfdrico concentrado), tomando 2,0 ml do extrato e
misturando-o a 2,0 ml de cloroférmio, em seguida a solugdo cloroférmica foi filtrada em um
funil com algodao coberto com alguns decigramas de Na,SO4 anidro. Em tubo de ensaio,
adicionou-se 1,0 ml de anidrido acético, agitando suavemente, e acrescentaram-se
cuidadosamente trés gotas de H>SOs concentrado, agitando suavemente e observando, se
haveria desenvolvimento de cores. Coloracdo azul evanescente seguida de verde indicaria a
presenca de esteroides/triterpenos, respectivamente.

3.4.3 Saponinas

Em 2,0 ml do extrato adicionou-se 2,0 ml de cloroférmio e 5,0 ml de agua destilada
logo apds filtrou-se para um tubo de ensaio. Em seguida a solucéo foi agitada permanentemente
por 3 minutos e observado a formacéo de espuma. Espuma persistente e abundante (colarinho)
indicaria a presenca de saponina.

3.4.4 Antocianinas, Antocianidinas, Flavonoides e Chalconas

Em trés tubos de ensaio foram adicionados 1,0 ml da amostra. O tubo 1 foi acidificado
com HCI 0,5 mol L (pH 3). Os tubos 2 e 3 foram alcalinizados com NaOH 0,5 mol L (pH 8
e 11). O aparecimento de coloracdo vermelha, lilas e azul purpura nos tubos 1, 2 e 3,
respectivamente, indicaria a presenca de antocianidinas. A coloragdo amarela no tubo 3,

indicaria a presenca de flavonas, flavonois e xantonas. A coloragdo vermelha nos tubos 1 e 3
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indicaria a presenca de chalconas e auronas. A coloragdo vermelho-laranja no tubo 3, indicaria
a presenca de flavanonois.

3.4.5 Leucoantocianidinas, Catequinas e Flavanonas

Em dois tubos de ensaio foram adicionados 1,0 ml de amostra. O tubo 1 foi acidificado
com HCI 0,5 mol L (pH 3) e o tubo 2 foi alcalinizado com NaOH 0,5 mol L (pH 11). Em
seguida, os tubos foram aquecidos, em bico de Bunsen, cuidadosamente. O aparecimento da
coloracdo vermelha no tubo 1 indicaria a presenca de leucoantocianidinas. A coloracdo amarela
no tubo 1 indicaria a presenca de catequinas. A coloracdo vermelho-laranja no tubo 2, indicaria
a presenca de flavanonas.

3.4.6 Alcaloides

Utilizou-se 2 ml do extrato e fracdes em tubo de ensaio, alcalinizado com quinze gotas
de hidroxido de sddio a 1% e acrescido de 2 ml de &gua, e adicionou-se 2 ml de diclorometano.
A fracdo aquosa foi desprezada e a fracdo cloroférmica acrescida de quinze gotas de acido
cloridrico a 1%, em seguida extraida com 2 ml de agua. Essa fracdo aquosa de diclorometano
foi desprezada e os testes foram realizados com a fragdo aquosa acida, onde se acrescentou trés
gotas do reagente de Dragendorff para a verificacdo da presenca de alcaloides. A formacdo de

precipitados insoluveis e floculoso indicaria a presenca de alcaloides.

3.5 Isolamento dos constituintes quimicos

O extrato em etanol de folhas de A. polyphylla foi fracionado através de particdo com
solventes organicos como apresentado no Esquema I. A fracdo em hexano FAP(H) (2,0 g),
proveniente da particdo, foi fracionada por cromatografia em coluna (CC) (Coluna A) em silica
gel usando como fase moével a mistura de solventes Hexano: AcOEt (0—100%) com gradiente
crescente de polaridade. Das 18 fracdes (A1l-Al8) obtidas, apos andlise de CCDA, foram
isoladas as substancias FAP(H)1 (125,0 mg), FAP(H)2 (128,0 mg) e FAP(H)3 (70,0 mg) na
forma de cristais brancos.

Parte da fracdo em acetato de etila FAP (1,2 g), proveniente da parti¢do, foi fracionada
em CC com Sephadex LH-20 (Coluna B) usando como fase mdvel metanol. Das 8 fracGes
obtidas (B1-B8), ap6s analise de CCDA, foi isolada a substancia FAP1 (20,0 mg) na forma de
um solido marrom. A fragcdo B6 foi submetida a novo fracionamento em CC com Sephadex
LH-20 (Coluna C) usando como eluente MeOH. Das 12 fragdes (C1-C12) obtidas, foram
isoladas as substancias FAP2 (20,0 mg) e FAP3 (60,0 mg) na forma de sélidos amarelos. Ver

representacdo do procedimento no Esquema I.
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Esquema 1. Isolamento das substancias do extrato em etanol de folhas de A. polyphylla.

Extrato EtOH
(7,00)

MeOH:H20 (3:7)

Fracdo em hexano Fracdo em CHCI3 Fracdo em AcOEt
(2,009) (0,23 g) (1,29)
CC (Silica gel) CC (Sephadex — LH20)
Hex:AcOEt (0-100%) MeOH
FracOes A1-Al8 FracOes B1-B8
l CC (Sephadex — LH20)
FAP(H)1 RMN 'H e 15C; MeOH FAP1
n-Nonacosano CG-EM Luteolina
FAP(H)2 )
a-amirina Fracoes C1-C12
B-amirina Y
lupeol  FAP(H)3 l
Estigmastanol T 1
Espinasterol RMN 'H e BC (ID FAP2
) e 2D) o
Sitostanol Isovitexina
B-Sitosterol FAP3
Isoquercitrina
Hiperosideo

3.6 Atividade antioxidante
3.6.1 Teor de fendis totais

A determinacdo do teor de fendis totais foi realizada pelo método espectrofotométrico
de Folin-Dennis (SINGLETON; ORTHOFER; LAMUELA-RAVENT6S, 1999) com
modificagdes, empregando-se o acido galico como substéncia fendlica padrao.

Para o preparo do reagente de Folin-Dennis, adicionou-se em um baldo volumétrico de
250 ml acoplado a um condensador de refluxo, 20 g de tungstato de sodio, 4 g de &cido
fosfomolibdico, 10 ml de acido fosforico e 152 ml de agua destilada. Apés 2 horas de refluxo,
a solucdo foi deixada em repouso em temperatura ambiente para seu resfriamento e, em seguida,
transferida para um baldo volumétrico de 200 ml, sendo seu volume completado com agua

destilada.
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Para analise do teor de fendis totais foram preparadas solugdes das amostras a 0,25
mg/ml em metanol. Adicionou-se 2,5 ml do reagente de Folin-Denis em uma aliquota de 0,5
ml de solucdo de extrato e apds 5 minutos adicionou-se 2,0 ml de solugdo aquosa de Na,CO3
14%, recém-preparada. Apos 2 horas, a absorbancia das amostras foi medida em
espectrofotometro de UV-VIS (T60 UV-Visible Spectrophotometer, PG instruments) em 760
nm. As andlises foram realizadas em 3 repeti¢Ges e o teor de fendis totais (FT) foi determinado
pela interpolacdo da absorbancia das amostras contra uma curva de calibracdo construida com
padrdo de acido galico (0 — 0,022 mg/mL) e expressos como miligramas de equivalente ao &cido

galico por grama de extrato (mg EAG/g), considerando-se o desvio padrdo da média (£D.P.).

3.6.2 Teor de flavonoides totais

O teor de flavonoides totais foi determinado segundo metodologia descrita na literatura
(MEDA et al., 2005) utilizando como reagente o cloreto de aluminio.

Para andlise do teor de flavonoides totais foram preparadas solu¢des das amostras a 0,25
mg/mL em metanol. Neste ensaio, 3,0 mL de solucdo metandlica de AICIl; a 2% foram
adicionadas a 3,0 mL de solucédo de extrato. Ap6s 30 minutos de incubacdo, a absorbancia das
amostras foi medida em espectrofotometro de UV-VIS (T60 UV-Visible Spectrophotometer,
PG instruments) em 415 nm, empregando-se metanol como branco. As analises foram
realizadas em 3 repeticdes e o teor de flavonoides totais foi determinado pela interpolagéo da
absorbancia das amostras em uma curva de calibragcdo construida com padrdo de quercetina (0
— 0,020 mg/mL) e expressos como miligramas de equivalente de quercetina por grama de

extrato (mg EQ/g), considerando-se o desvio padrdo da média (£D.P.).

3.6.3 Atividade sequestradora do radical livre DPPH

O ensaio da atividade sequestradora do radical livre DPPH foi realizado de acordo com
(TIAGO J. T. SOUZA1L, MIRIAM A. APEL1, SERGIO BORDIGNON2, NELSON IVO
MATZENBACHER3; ANGELO S. ZUANAZZI1, 2007), com modificacdes.

Adicionou-se uma aliquota de 2,7 mL de solugdo de DPPH (40 pug/mL) a 0,3 mL de
solucdo metandlica de extrato e fracbes, concentragfes finais variaram de 2,0 a 200 pg/mL.
Apos 30 minutos ao abrigo de luz, as absorbancias foram lidas a 517 nm em espectrofotdmetro
UV-VIS. Utilizou-se uma mistura de metanol (2,7 mL) e solu¢do metandlico do extrato (0,3
mL) como branco, e uma mistura de DPPH (2,7 mL) e metanol (0,3 mL) como controle

negativo. A percentagem de atividade sequestradora (% AS) foi calculada pela equagédo (1):
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% AS= 100 X (Acontrole — Aamostra)/ Acontrole @

Onde Aamostra € @ absorbancia do radical na presenga do extrato (absorbancia do branco)
e Acontrole € @ absorbancia do controle. As analises foram efetuadas em trés repeticdes e 0s
resultados obtidos foram expressos como media £ D.P. A eficiéncia antirradicalar foi avaliada
através da andlise de regressao linear no intervalo de confianca de 95% (p< 0,05). Os resultados
foram expressos pelo valor de CEsp, que representa a concentracdo da amostra necessaria para

sequestrar 50% dos radicais de DPPH.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Prospecgéo fitoquimica

O extrato obtido por maceracgéo a frio em etanol e as respectivas fracdes das folhas de
A. polyphylla foram submetidas a triagem fitoquimica pela metodologia de prospeccdo
preliminar, realizando testes para as classes de metabdlitos como taninos, saponinas, alcaloides,
flavonoides, xantonas, esteroides e triterpenos. Os resultados dos testes foram considerados
positivos por reacdes de precipitacdes, coloracdo e formacdo de espuma. As classes de
metabdlitos que apresentaram maior expressividade foram esteroides, triterpenos, saponinas,
taninos e flavonoides quando analisados por prospec¢do (Tabela 2). O perfil quimico observado

nesta prospeccao fitoquimica esta de acordo com o esperado para espécies do género Acacia.

Tabela 2. Prospeccéo fitoquimica de extratos e fracdes de folhas de A. polyphylla.

Metabdlitos Secundarios Extrato e fracoes

EtOH Hexano AcOEt CHCIs
Esteroides Triterpenos + + - -
Taninos + - + -
Saponinas + - - -
Alcaloides - - - -

Antocianinas e Antocianidinas - - - -
Flavonas, Flavonoéis e + - + +
Xantonas

Chalconas e Auronas - - - -
Flavanonois - - - -
Leucoantocianidinas - - - -
Catequinas - - - -

Flavanonas - - - -

(+) Presente; (-) Ausente
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4.2 ldentificacdo estrutural dos constituintes quimicos
4.2.1 Triterpenos
4.2.1.1 Substancias 1,2 e 3
A amostra FAP(H)2 (128,0 mg), mistura das substancias 1, 2 e 3, foi obtida na forma

de um sélido cristalino branco a partir da fracdo em hexano de folhas de A. polyphylla. A
elucidacéo estrutural de FAP(H)2 foi realizada a partir da analise de espectros de RMN H e
13C (DEPTQ), CG-EM e comparacdo com dados descritos na literatura (ASSIS JUNIOR et al.,
2013).

A andlise da mistura de 1, 2 e 3 em cromatoplaca de silica revelou duas manchas. A
mistura FAP(H)2 revelou, por injecdo no sistema CG-EM dois picos (Figura 3), todos com ions
moleculares em m/z 426 (M*) e respectivos padroes de fragmentacdo (Figura 4) compativeis
com a-amirina (1), p-amirina (2) e lupeol (3), estes, possivelmente coeluidos, conforme dados
da literatura (ASSIS JUNIOR et al., 2013). Uma proposta de fragmentacdo mostra as possiveis
quebras das ligacGes para os trés triterpenos conforme as Figuras 4.1, 4.2 e 4.3. O espectro de
RMN 2C (Figura 6) apresentou sinais em oc 121,7 e 145,2; 124,4 e 139,6; 109,3 e 150,9
proprios de B-amirina, a-amirina e lupeol, respectivamente. O espectro de RMN *H (Figura 5)
confirmou as identificacfes destas substancias através dos sinais on 5,21 (t) e 5,15 (t) proprios
do H-12 de a-amirina e -amirina; 614,71 (sl) e 4,59 (sl) caracteristico dos dois H-29 do lupeol;
e OH 3,23 (m) do H-3a, comum as trés substancias. Comparando os dados obtidos (Tabela 3)
com os dados da literatura (ASSIS JUNIOR et al., 2013) foi possivel propor para FAP(H)2 a
mistura de triterpenos a-amirina, 3-amirina e lupeol.

Estes triterpenos ja foram isolados em espécies de Acacia, a atividade anti-inflamatéria
observada para extratos de folhas de A. visco foi atribuida aos triterpenos a-amirina, -amirina,
e lupeol (PEDERNERA et al., 2010). Entretanto, este é o primeiro relato da ocorréncia destas

substancias em A. polyphylla.
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Figura 3. Cromatograma de ions totais (TIC) de FAP(H)2 (a-amirina, B-amirina e lupeol)
obtido por CG-EM.
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Figura 4. Espectro de massas de FAP(H)2 (a-amirina, B-amirina e lupeol) obtido por CG-EM
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Figura 4.1. Proposta de fragmentacdo de FAP(H)2 (a-amirina).
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Figura 4.2. Proposta de fragmentagdo de FAP(H)2 (B-amirina).
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Figura 4.3. Proposta de fragmentacao de FAP(H)2 (lupeol).
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Tabela 3. Dados de RMN 3C em CDCIs (125 MHz) de FAP(H)2 (a-amirina, 3-amirina e
lupeol).

a-amirina (1) Literatura* B-amirina (2) Literatura* Lupeol (3) Literatura*

C oc

1 38,7 38,7 38,7 38,7 38,7 38,7
2 27,2 27,2 27,3 27,3 27,4 27,4
3 79,1 78,3 79,1 79,0 79,1 78,9
4 38,7 38,7 38,8 38,8 38,8 38,8
3 55,2 55,2 55,2 55,3 55,3 55,3
6 18,4 18,3 18,4 18,5 18,3 18,3
7 32,9 32,9 32,6 32,8 34,3 34,2
8 40,0 40,0 38,8 38,8 40,0 40,8
9 47,7 47,7 47,6 47,7 50,4 50,4
10 37,1 36,9 37,1 37,6 37,1 37,1
11 23,3 23,3 23,5 23,6 20,9 20,9
12 1244 124,3 121,7 121,6 25,1 25,1
13 139,6 139,3 145,2 145,1 38,0 38,0
14 41,5 42,0 41,5 41,8 41,5 42,8
15 28,1 28,7 26,2 26,2 27,4 27,4
16 26,6 26,6 27,2 27,0 35,6 35,5
17 34,7 33,7 32,6 32,5 41,5 43,0
18 59,1 58,9 47,6 47,4 48,3 48,2
19 39,7 39,6 46,8 46,9 47,9 47,9
20 39,7 39,6 31,3 31,1 150,9 150,9
21 31,3 31,2 34,7 34,8 29,7 29,8
22 415 41,5 37,1 37,2 40,0 40,0
23 28,1 28,1 28,1 28,2 28,0 28,0
24 15,6 15,6 15,5 15,5 15,4 15,4
25 15,6 15,6 15,6 15,6 16,1 16,1
26 16,8 16,8 16,9 16,9 16,0 15,9
27 23,3 23,3 26,0 26,0 14,6 14,5
28 28,1 28,1 28,3 28,4 18,0 18,0
29 17,5 17,4 33,3 33,3 109,3 109,3
30 21,4 21,3 23,7 23,7 19,3 19,3

* (DE ASSIS JUNIOR et al., 2013)
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4.2.2 Flavonoides
4.2.2.1 Substancia 4

A amostra FAP1 (20,0 mg), substancia 4, foi obtida na forma de um sélido marrom a
partir da fracdo em acetato de etila de folhas de A. polyphylla. A elucidacdo estrutural de FAP1
foi realizada a partir da analise de espectros de RMN tH, 13C (DEPTQ), COSY, HMQC, HMBC
e comparacdo com dados descritos na literatura (WAHAB et al., 2014).

O espectro de RMN *H (Figura 7) de FAP1, substancia 4, apresentou um sinal em 8n
6,55 caracteristico de H-3 do anel C de flavonas. Esse sinal apresentou acoplamento a uma
ligagdo com o sinal em 6c 102,4 (C-3) observado no espectro de HMQC. O espectro de RMN
'H exibiu um sistema ABX em 61 6,92 (d, J = 8,8 Hz, H-5"), 7,38 (sl, H-2") ¢ 7,40 (dd, J = 8,8
e 1,8 Hz, H-6"). Esses sinais estdo consistentes com um anel B trissubstituido de uma flavona,
cujos acoplamentos foram confirmados através do espectro bidimensional COSY !H-tH. Os
dois dupletos em 61 6,22 (d, J= 2,0 Hz, H-6) e 6,45 (d, J= 2,0 Hz, H-6) sdo consistentes com
o anel A de um flavonoide 5,7-dioxigenado. Estes hidrogénios apresentaram sinais de
correlacdo com carbonos em ¢ 98,7 (C-6) e 93,6 (C-8) no espectro de HMQC, respectivamente.
Comparando os dados obtidos (Tabela 4) com os dados da literatura (WAHAB et al., 2014) foi
possivel propor para FAP1 a estrutura da luteolina (4).

No género Acacia a ocorréncia da luteolina foi descrita nas espécies A. aroma, A. caven,
A. confusa, A. furcatispina, A. leucophloea, A. longifolia e A. praecox, (GABR et al., 2018;
LIN; CHANG; CHANG, 2018). No entanto, este é o primeiro relato da ocorréncia deste
flavonoide na espécie A. polyphylla.

A Luteolina (3°,4°,5,7-tetrahidroxiflavona) ¢ um dos flavonoides mais comuns, uma
importante flavona, com ocorréncia natural em diversas espécies de plantas (NABAVI et al.,
2015). Este flavonoide apresenta vérias atividades farmacoldgicas, tais como, atividade
antioxidante, anti-inflamatdria, anticancerigena e neuroprotetora (GABR et al., 2018; LIN;
CHANG; CHANG, 2018; NABAVI et al., 2015; PAREDES-GONZALEZ et al., 2015).
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Figura 7. Espectro de RMN *H em CD3OD (500 MHz) de FAP1 (luteolina).
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Figura 8. Espectro de RMN 23C em CD30OD (125 MHz) de FAP1 (luteolina).
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Tabela 4. Dados de RMN *H e *C em CD3OD (500 e 125 MHz, respectivamente) de FAP1

(luteolina).
C Luteolina (4) Literatura*
6c 6H 6c 61
2 164,9 - 164,3 -
3 102,4 6,55 () 103,2 6,53 (s)
4 182,5 - 181,7 -
5 161,8 - 161,5 -
6 98,7 6,22 (d, J= 2,0 Hz) 99,1 6,19 (d, J= 1,8 Hz)
7 164,6 - 164,3 -
8 93,6 6,45 (d, J= 2,0 Hz) 94,2 6,43 (d, J= 1,8 Hz)
9 158,0 - 157,6 -
10 103,9 - 104,1 -
| 122,3 - 122,0 -
2’ 112,7 7,38 (sl) 112,8 7,36 (d, J= 1,8 Hz)
3 145,6 - 146,1 -
4 149,6 - 150,0 -
5 1154 6,92 (d, J= 8,8 Hz) 115,3 6,88 (d, J=9,0 Hz)
6’ 1189 7,40(dd,J=8,8e18Hz) 1192 7,39(dd,J=9,0e 1,8 Hz)

*(WAHAB et al., 2014)
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4.2.2.2 Substancia 5

A amostra FAP2 (20,0 mg), substancia 5, foi obtida na forma de um so6lido amarelo a
partir da fracdo em acetato de etila de folhas de A. polyphylla. A elucidacdo estrutural de FAP2
foi realizada a partir da analise de espectros de RMN *H, 13C (DEPTQ), COSY, HMQC, HMBC
e comparagdo com dados descritos na literatura (GIRISH; ANIL KUMAR; PRASADA, 2016).

O espectro de RMN *H (Figura 9) de FAP 2, substancia 5, apresentou sinais
caracteristicos de apigenina 6-C-substituida, sendo caracterizado pela presenca de dois
dupletos em oH 7,84 (J=8,5 Hz; H-2'/6") e 61 6,93 (J= 8,5 Hz; H-3'/5"), sugerindo um sistema
do tipo AA'XX', dois singletos em o1 6,60 (H-3) e on 6,51 (H-8), e auséncia de sinal
caracteristico de H-6. Adicionalmente, observou-se um sinal em 6n 4,92 (H-1") que permitiu
atribuir a presenca de uma unidade glicosidica. Os espectros de RMN **C (Figura 10) e
HMQC de 5 corroboraram com a sugestdo de uma unidade de carboidrato pela presenca do
sinal de carbono anomérico em &c 73,90 (C-1"), além do sinal para um carbono metilénico
em oc 61,44 (C-6"). Apds comparacdo com dados da literatura (GIRISH; ANIL KUMAR,;
PRASADA, 2016) propds-se a presenca de uma unidade de glicose. As
correlagBes >*Juc observadas no HMBC (Figura 11) entre os picos em & 4,92/157,3 (H-1"/C-
5), 4,92/107,8 (H-1"/C-6) e 4,92/164,7 (H-1"/C-7) confirmaram a conectividade do
monossacarideo na molécula. Por conseguinte, a analise detalhada dos dados de RMN de H
e 3C (Tabela 5), COSY 'H-H, HMQC e HMBC e a comparacdo com dados descritos na
literatura permitiram identificar a substancia 5 como isovitexina.

A isovitexina ja foi isolada em algumas espécies do género Acacia, como A. caven, A.
furcatispina e A. pennata (DONGMO et al., 2007). No entanto, esta flavona é relatada de forma
inédita na espécie A. polyphylla.

A isovitexina (apigenina-6-C-B-D-glicopiranosideo) é um flavonoide glicosilado que
consiste na juncao de uma flavona (apigenina) e um sacarideo (glicose). Possuindo 7 hidroxilas
contribuintes para suas atividades biol6gicas, esta flavona demonstrou propriedades
terapéuticas potentes relacionadas as suas propriedades antioxidante e anti-inflamatéria, sendo
candidata para o tratamento de muitas doencas e sindromes (CARUSO et al., 2014; HE et al.,
2016; KHOLE et al., 2016; LIN et al., 2002; LV et al., 2016).
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Figura 11. Espectro de HMBC em CDsOD (RMN *H: 500 MHz, RMN 3C: 125 MHz) de

FCP2 (isovitexina).
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Tabela 5. Dados de RMN *H e *C em CD3OD (500 e 125 MHz, respectivamente) de FAP2
(isovitexina).

C Isovitexina (5) Literatura*
6c On 6c 61
2 163,73 - 163,18 -
3 102,43 6,51 (s) 102,21 6,48 ()
4 182,59 - 182,34 -
5 157,31 - 157,02 -
6 107,82 - 107,49 -
7 164,74 - 164,50 -
8 93,89 6,60 () 95,57 6,57 (s)
9 161,40 - 161,06 -
10 103,71 - 103,52 -
r 121,68 - 121,44 -
2’ 128,02 7,84 (d J= 8,5 Hz) 127,73 7,82 (d, J= 8,5 Hz)
3 115,63 6,93 (d, J= 8,5 Hz) 115,34 6,91 (d, J=8,5 Hz)
4 160,61 - 160,31 -
5 115,63 6,93 (d, J= 8,5 Hz) 115,34 6,91 (d, J=8,5 Hz)
6’ 128,02 7,84(d, J= 8,5 Hz) 127,73 7,82 (d, J=8,5 Hz)
1”? 73,90 4,92 73,62 4,89
2” 71,17 4,19 70,94 4,16
3” 78,73 3,49 -3,51 78,43 3,44 — 3,52
4” 70,37 3,49-351 70,08 3,44 - 3,52
5” 81,20 3,44 - 3,45 80,89 3,38-3,44
6” 61,44 3,90 e 3,76 61,15 3,87e3,73

* (GIRISH; KUMAR; PRASADA RAO, 2016)
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4.2.2.3 Substancias6e 7

A amostra FAP3 (60,0 mg), substancias 6 e 7, foi obtida na forma de um so6lido amarelo
a partir da fracdo em acetato de etila de folhas de A. polyphylla. A elucidacdo estrutural de
FAP3 foi realizada a partir da anélise de espectros de RMN !H, 13C (DEPTQ), COSY, HMQC,
HMBC e comparagdo com dados descritos na literatura (WAN et al., 2012).

A analise preliminar do espectro de RMN *H (Figura 12) permitiu sugerir a presenca de
uma mistura de substancias de natureza flavonoidica, sendo um componente majoritario (6) e
outro minoritario (7). O espectro de RMN H da mistura de 6 e 7 mostrou sinais entre 64 6,0 e
8,0 ppm caracteristicos de hidrogénios de ndcleos aromaticos e sinais entre 64 3,0 e 5,5 ppm
caracteristicos de glicosideos.

O espectro de RMN H de FAP3, substancia 6, demonstrou padrdo de deslocamento
quimico caracteristico de 3’, 4°, 5, 7-tetrahidroxiflavonol. Os sinais em n 7,72 (d; J = 1,8 Hz;
H-2%), 7,60 (dd; J = 8,5 Hz e 2,1 Hz; H-6") ¢ 6,89 (d; J = 8,5 Hz (orto); H-5") referem-se a um
sistema ABX onde o anel aromatico B do flavonoide possui substitui¢ao nas posigdes 3’ ¢ 4°.
Os dupletos observados em on 6,41 (d; J = 2,1 Hz; H-8) e 6,22 (d; J = 2,1 Hz; H-6) foram
atribuidos aos hidrogénios meta relacionados H-6 e H-8 do anel A. Adicionalmente, foi
observada a presenca de hidrogénio de carbono anomérico (H-17) de carboidrato, sendo que
este sinal em 6n 5,27 (d; J = 7,6 Hz) se correlaciona ao carbono em ¢ 102,9 (C-17) no espectro
de HMQC, sugerindo a presenca de um flavonoide O-B-glicosilado. A localizacdo deste
glicosideo foi definida através das correlacbes observadas no espectro de HMBC, no qual o H-
1” se correlaciona com o carbono em d¢ 134,2 correspondente ao C-3. Comparando os dados
obtidos (Tabelas 6 e 7) com os dados da literatura (WAN et al.., 2012) foi possivel propor para
substancia 6 a estrutura da isoquercetrina. Os sinais de RMN H e 13C (Tabelas 6 e 7) do
componente minoritario, substancia 7, foram compativeis com a estrutura do hiperosideo.

Estes flavonoides ja foram identificados em outras espécies do género Acacia
(ANDRADE et al, 2003). No entanto, este € o primeiro relato dessas substancias em A.
polyphylla. Estes flavonoides apresentam varias atividades farmacologicas, incluindo
propriedades quimioprotetoras, contra o estresse oxidativo, cancer, distdrbios cardiovasculares,
diabetes e reacdes alérgicas (VALENTOVA et al, 2014).
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Figura 12. Espectro de RMN 'H em CD3OD (500 MHz) de FAP3 (isoquercitrina e

hiperosideo).
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Figura 13. Espectro de RMN 3C em CD3:0OD (125 MHz) de FAP3 (isoquercitrina e

hiperosideo).
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Tabela 6. Dados de RMN *H em CD3z0D (500 MHz) de FCP3 (isoquercetina e hiperosideo).

Isoquercetina (6) Literatura* Hiperosideo (7) Literatura*

H OH OH

6  622(d,J=21Hz)  620(dJ=21Hz)  622(dJ=21Hz)  6.20(d,J=2,1Hz)
8  641(d,J=21Hz)  640(d,J=21Hz) 642(d,J=21Hz)  6,40(d, J=2,1Hz)
2 772(d,J=22Hz)  771(d,J=21Hz)  7.86(dJ=21Hz)  7,85(d,J=2,1Hz)
5 689(d,J=85Hz)  687(d,J=85Hz) 688(dJ=85Hz)  6,86(d,J=85 Hz)
6> 7,60(dd,J=85e21 7,60(dd,J=85e21 7,60(dd,J=85e21 7,58(dd,J=85e2]1

Hz) Hz) Hz) Hz)
1” 5,27 (d,J=7,6 Hz) 5,26 (d, J= 7,8 Hz) 5,18 (d, J=7,8 Hz) 5,18 (d, J= 7,8 Hz)
2”-6” 3,33-3,73 3,23-3,73 3,87 -3,43 3,86 — 3,43

* (WAN et al., 2012)

Tabela 7. Dados de RMN 3C em CDsOD (125 MHz) de FCP3.

Isoquercetina (6) Literatura* Hiperosideo (7) Literatura*

C oc

2 157,3 157,3 1157,6 157,6
3 134,2 134,2 134,4 134,3
4 178,1 178,1 178,1 178,1
5 161,6 161,5 161,6 161,5
6 98,5 98,4 98,5 98,4
7 164,8 164,5 164,8 164,6
8 93,3 93,3 93,3 93,3
9 157,1 157,0 157,0 157,0
10 104,0 103,9 104,2 104,2
1 121,7 121,6 121,8 121,8
2’ 116,1 116,1 116,3 116,3
3 1444 1444 1445 1445
4 148,4 148,4 148,5 148,5
5 114,6 114,6 114,6 114,6
6’ 121,4 121,4 1215 1215
1”? 102,9 102,8 104,0 103,9
2” 74,3 74,3 71,8 71,7
3” 76,7 76,7 73,7 73,7
4” 69,8 69,8 68,6 68,6
5” 77,0 77,0 75,8 75,7
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6” 61,1 61,1 60,5 60,5
“(WAN et al., 2012)

4.2.3 Esteroides
4.2.3.1 Substancias 8,9, 10 e 11
A amostra FAP(H)3 (70,0 mg), mistura das substancias 8, 9, 10 e 11, foi obtida na forma

de um solido cristalino branco a partir da fracdo em hexano de folhas de A. polyphylla. A
elucidacdo estrutural de FAP(H)3 foi realizada a partir da anélise de espectros de RMN H e
13C (DEPTQ), CG-EM e comparacdo com dados descritos na literatura (BRAZ-FILHO et al.,
1986; LAVOIE e STEVANOVIC, 2007).

A andlise da mistura de 8, 9, 10 e 11 em cromatoplaca de silica mostrou trés manchas.
A mistura FAP(H)3 revelou, por inje¢do no sistema CG-EM quatro picos principais (Figura
14). No espectro de massas (Figura 15) de cada uma das substancias foi possivel observar picos
correspondentes ao ion molecular em m/z 414 (26%, C29Hs00), 412 (41%, C29H4g0), 416 (22%,
Ca9Hs20) e 414 (9%, Ca9Hs00), correspondentes ao estigmastanol (8), espinasterol (9),
sitostanol (10) e B-sitosterol (11), respectivamente. Outros picos com fragmentos em m/z 397,
353, 367, 257, 81 e 55, caracteristicos de esteroides, foram detectados através da comparacgéo
do padrdo de fragmentacdo com dados da literatura (LAVOIE e STEVANOQOVIC, 2007).

O espectro de RMN de 'H (Figura 16) revelou padrdes de deslocamento quimico
caracteristicos de esqueleto esteroidal, com um pacote de sinais na regido de 6+ 0,8 e 2,0 ppm
atribuidos a grupos metinicos, metilénicos e metilicos; o multipleto observado em 64 3,63 foi
atribuido ao hidrogénio ligado a carbono carbinélico (H-3). Os sinais de hidrogénios olefinicos
aparecem na regido de &1 5,2 a 5,02 ppm sendo relacionados aos H-7 e H-22/H-23. Os sinais
observados no espectro de RMN 13C (Figura 17) em &¢c 138,3 e 129,6 foram atribuidos aos
carbonos sp? envolvidos na ligagdo entre C-22/C-23, ja os sinais em &c 139,7 e 117,6 ppm s&0
compativeis com ligagdo dupla entre C-7/C-8. Comparando os dados obtidos (Tabela 8) com
os dados da literatura (BRAZ-FILHO et al., 1986) foi possivel propor que a substancia
majoritaria na mistura FAP(H)3 e o espinasterol (9), os demais sinais observados nos espectros
de RMN foram atribuidos as substancias minoritarias presentes na mistura. Este é o primeiro
relato da ocorréncia destes esteroides em A. polyphylla.

Em 1967 ja foram identificados em espécies como a A. obtusifolia, A. melanoxylon, A.
mearnsii, A. sparsiflora e A. maidenii misturas contendo epinasterol e B-sitosterol, sendo o
epinasterol considerado um dos fitoesterdis caracteristicos do género Acacia. (O’SULLIVAN,
1969)
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Figura 14. Cromatograma de ions totais (TIC) de FAP(H)3 (estigmastanol, espinasterol,

sitostanol e sitosterol) obtido por CG-EM.
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Figura 15. Espectro de massas de FAP(H)3 (estigmastanol, espinasterol, sitostanol e sitosterol)
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Figura 16. Espectro de RMN 'H em CDCl; (500 MHz) de FAP(H)3 (estigmastanol,

espinasterol, sitostanol e sitosterol).
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Tabela 8. Dados de RMN *3C em CDCl3 (125 MHz) de FAP(H)3 (espinasterol).

29

Espinasterol (9) Literatura*

C dc

1 37,3 37,0
2 28,7 28,4
3 71,2 70,8
4 34,1 34,1
5 40,2 40,1
6 29,8 29,6
7 117,6 117,3
8 139,7 139,4
9 49,6 49,3
10 34,1 34,1
11 21,7 21,4
12 39,6 39,4
13 45,0 43,1
14 55,2 55,7
15 23,2 22,9
16 28,9 28,8
17 56,2 55,7
18 12,4 12,1
19 13,2 12,9
20 40,9 40,7
21 21,5 21,2
22 138,3 138,1
23 129,6 129,3
24 51,4 51,1
25 31,6 31,8
26 21,4 21,4
27 19,1 18,9
28 25,6 25,3
29 12,4 12,1

*(BRAZ-FILHO et al., 1986)



4.2.4. Alcano
4.2.4.1 Substancia 12

A amostra FAP(H)1 (125,0 mg), substancia 12, foi obtida na forma de um sdlido
cristalino branco a partir da fracdo em hexano de folhas de A. polyphylla. A elucidagéo
estrutural de FAP(H)1 foi realizada a partir da analise de espectros de CG-EM e comparagéo
com dados descritos na literatura (NIST).

Ao n-nonacosano pode ser creditado a propriedade aleloquimica sendo apresentado
como composto quimico atraente a insetos, exemplo disso acontece com as flores da
Momordica cochinensis e as fémeas do inseto Aulacophora foveicollis Lucas (Coleoptera:
Chrysomelidae) (MUKHERJEE; SARKAR; BARIK, 2013)

Entre as espécies do género Acacia 0 n-nonacosano teve a sua presenca relatada no éleo
da semente da A. nildtica.(ABBASIAN; ZIARATI; ASGARPANAH, 2016)

A amostra FAP(H)1 revelou, por injec&o no sistema CG-EM um pico principal (Figura
18). No espectro de massas (Figura 19) da substancia 12 foi possivel observar o pico
correspondente ao ion molecular em m/z 408 (86%, C29Heo), correspondente ao n-nonacosano.
Outros picos com fragmentos em m/z 99, 85, 71, 57(100) e 43, caracteristicos de alcanos de
cadeia linear, foram detectados através da comparacdo do padrdo de fragmentacdo com dados
da literatura.

Figura 18. Cromatograma de ions totais (TIC) de FAP(H)1 (n-nonacosano) obtido por CG-
EM.

30,000,000

n-nonacosano

24

=
A A TIC*1.00

F=23610

U A S E—
T T T T T T T T T T T T T T T
21.0 220 230 240 250 26.0 27.0 280 290

min

-

T

Figura 19. Espectro de massas de FAP(H)1 (n-nonacosano)) obtido por CG-EM (IE 70 eV).
AV 2 N V2 S N e N g

n-Nonacosano (12)
100

57
903 71
80
70
8
60
sy 43
40
30 99
20 113
"7 4 27 o
104 55
h .‘\ Ly 199 183 107 211 225 239 253 267 281 295 309 323 337 351 365 379 408

LB i e e e s e i i e i s
30 50 70 0 110 130 150 170 190 210 230 250 270 290 310 330 350 370 390 410 5 5
nmz



4.3 Atividade antioxidante

O teor de fendis totais do extrato etanolico e das fragdes em hexano, cloroférmio e
acetato de etila de folhas de A. polyphylla, quantificados pela metodologia de Folin-Dennis
estdo descritos na Tabela 9. A fracdo em acetato de etila (563,28 + 1,13 mg EAG/g de extrato)
mostrou o maior teor de fendis totais, seguida da fragdo em cloroférmio (282 + 14,32 mg EAG/g
de extrato), do extrato em etanol (262,72 = 2,54 mg EAG/g de extrato) e da fracdo em hexano
(259,95 £ 9,89 mg EAG/g de extrato).

Resultados apresentados para espécies do género Acacia sugerem que a quantificacdo
do teor total de fenois pode variar de acordo com fatores como a parte analisada da espécie ou
até mesmo a estacdo climatica na qual ocorreu a coleta. Por exemplo, A. confusa apresentou
teor de fendis totais para o extrato etandlico de flores igual a 105,1+2,0 mg EAG/g e para 0s
brotos de 173,3+1,3 mg EAG/g (TUNG et al., 2011). JA A. ferruginea mostrou para 0s extratos
hidroalcdolicos das o teor fendis totais no valor de 9,32 mg EAG/g e para a casca de 17,55 mg
EAG/g (FAUJDAR et al., 2016). Com relacdo a estagdo do ano, analises dos teores de fendis
totais de extratos etandlicos das acécias: A. farnesiana, A. longifolia e A. tortilis na primavera
apresentaram 247,9+3,5 mg EAG/g, 858,8+7,4 mg EAG/g e 512,4+4,5 mg EAG/g e no inverno
os valores de 63,2+2,3 mg EAG/g, 643,4+8,2 mg EAG/g e 338,8+£3,9 mg EAG/g,
respectivamente (GABR et al., 2018). A espécie em estudo, A. polyphylla apresentou um

moderado teor de fendis totais em comparacao a outras espécies do género Acacia.

Tabela 9. Teor de fendis totais, flavonoides totais e atividade sequestradora do radical DPPH
de extrato e fracGes de folhas de A. polyphylla.

Extrato e fragdes Teor de fenois Teor de flavonoides DPPH
mg EAG/g de mg EQ/g de extrato (CEso, pg/ml)
extrato
EtOH 262,72+2,54 86,81+0,42 48,18+2,18
Hexano 259,95+9,89 70,96+2,03 263,98+14,10
CHCls 282+14,32 40,50+1,61 140,07+4,05
AcOEt 563,28+1,13 217+6,46 7,78+0,17

Das quatro amostras analisadas no ensaio do DPPH, a fracdo em acetato de etila foi a
mais ativa, apresentando o CEsg (concentracdo da amostra necesséria para sequestrar 50% do
radical DPPH) no valor de 7,78+0,17ug/ml em comparacdo com os valores 48,18+2,18;
140,07+4,05; 263,98+14,10, obtidos a partir do extrato etanolico e das fragdes em cloroférmio
e em hexano, respectivamente. Todas as amostras foram consideradas ativas com valores de

CEsp abaixo de 500 pg/mL.
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A maior atividade antioxidante da fragdo em acetato de etila pode estar relacionada ao
maior teor de compostos fendlicos (563,28 mg EAG/g) e flavonoides (217+6,46 mg EQ/g) em
comparacdo com as demais fracGes e o0 extrato analisados, corroborando com o discurso de que
0s grupos fenolicos atuam como doadores de atomos de hidrogénios para receptores, no caso,
radicais livres, inativando-os ou estabilizando-os de maneira que suas acOes danosas
provocadas em sua maioria pelo seu excesso e ainda associadas a diversas doencas, sejam
mitigadas. Seguindo-se entdo o raciocinio que quanto maior a concentracao de grupos fendlicos
(doadores de hidrogénios) no extrato organico, menor se torna a concentragdo necessaria da
amostra para sequestrar o radical livre, exibindo entdo maior eficiéncia em sua acéo bioldgica
(MESSIAS, 2009).

A espécie A. polyphylla pode ser considerada uma promissora fonte de substancias
antioxidantes em comparacao a outras espécies do género Acacia. Dentro de um mesmo quadro
de condicBes: extrato etandlico produzido por meio das folhas, por exemplo, a atividade
sequestradora de radicais livres DPPH da A. polyphylla foi de 48,18+2,18 CEso (ig/ml) ficando
aquém apenas de espécies como A. nilética, 22,33+0,6 CEso (ug/ml) e a A. catechu 18,26+0,4
CEso (ng/ml), espécies ja conhecidas por seu potencial bioativo dentro do género (SUBHAN et
al., 2018). As atividades sequestradoras do radical livre DPPH de algumas espécies de Acacia

sdo descritas na Tabela 10.

Tabela 10. Atividade sequestradora do radical livre DPPH de espécies do género Acacia.

Extrato ou Parte CEso

Espécie ~ Referéncia
Fracdo vegetal (ng/ml)
A confusa EtOH Flores 30,8+0,2 (TUNG et al.,
' EtOH Brotos 13,1+23 2011)
A. cyanophylla AcOEt Flores 67,26 +2,0 (GHRZIEII':‘) etal,
A. karroo EtOH Raizes 0,83 (MAROYI, 2017)
o (SAHA; KAR;
A. nilética EtOH Folhas 22,33+0,6 SEN, 2018)
A. catechu EtOH Folhas 18,26+0,4
A. seyal EtOH Hastes 910,03
- S&Y CHCls 88+0,01
A nubica EtOH Partes aéreas 83+0,02 (ABDLLHA et al.,
' CHCl3 28+0,20 2016)
A. salicina EtOH Folhas 60,39
(ALAM et al.,
A. laeta EtOH Folhas 217,06 2017)
A. hamulosa EtOH Folhas 255,83
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Pesquisas que contribuem com o estudo quimico de plantas medicinais sdo de grande
interesse pois estes estudos sdo necessarios para validar o uso popular destes vegetais e
identificar substancias naturais bioativas.

O estudo quimico de folhas de A. polyphylla resultou no isolamento e identificacao de
quatro flavonoides (luteolina, isovitexina, isoquercitrina e hiperosideo), trés triterpenos (a-
amirina, B-amirina e lupeol), quatro esteroides (estigmastanol, espinasterol, sitostanol e
sitosterol) e um alcano (n-nonacosano) estes dados estdo de acordo com o perfil quimico de
espécies de Acacia. Todas as substancias estdo sendo descritas pela primeira vez nesta espécie.

Quando submetidas aos ensaios antioxidantes, todas as amostras foram consideradas
ativas. A fracao acetato de etila apresentou o melhor resultado dentre os obtidos, com CEsg no
valor de 7,78+0,17 ug/mL, e teores de fendis totais e flavonoides totais com valores de 563,28
11,13 mg EAG/g e 217+0,17 mg EQ/qg, respectivamente, sugerindo o potencial da espécie A.
polyphylla como fonte de antioxidantes. Parte da atividade antioxidante da fragdo acetato de

etila pode ser atribuida aos flavonoides identificados.
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