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RESUMO

CARVALHO, A. A. (2021). Estudo quimico e bioldogico da espécie Machaerium acutifolium
Vogel. Teresina, 308p. Tese (Doutorado) - Programa de Pos-Graduagdo em Quimica.
Universidade Federal do Piaui.

A espécie Machaerium acutifolium Vogel (Fabaceae-Papilionoideae), sin. M. muticum Benth,
conhecida popularmente por jacarandd do campo e jacarandd bico de pato, ¢ utilizada
tradicionalmente como anticoncepcional, para tratar menstruag¢ao dolorosa e dor de estdmago.
Folhas e galhos desta espécie foram submetidos a maceracdo com etanol, fornecendo os
extratos etandlico das folhas (EEFMa) e galhos (EEGMa). O EEFMa, apos parti¢ao, forneceu
as fragcdes hexanica (FHFMa), acetato de etila (FAEFMa) e aquosa (FAFMa), enquanto o
EEGMa, ap6s filtragdo em coluna filtrante de gel de silica, forneceu as fragdes hexanica
(FHGMa), cloroférmica (FCGMa), acetato de etila (FAEGMa), metandlica (FMGMa) e
metanol-agua (FMAGMa). A FHFMa contém o a-tocoferol (1), colesterol (2), campesterol (3),
sitosterol (4), estigmasterol (5), os triterpenoides lupeol (6), os isdomeros E/Z do 3-O-p-
cumaroil-B-amirina (7 e 8), 3-O-p-cumaroilgermanicol (9 e 10) e 3-O-p-cumaroillupeol (11 e
12). A FAEFMa, apds desreplicacdo por inser¢do direta em espectrometro de massas com fonte
de ionizac¢do por electrospray (DI-ESI-MS/MS), resultou na identificacdo dos flavonoides
quercetina-3-O-ramnosil-(1—2)-[ramnosil-(1—6)]-hexosil-7-O-ramnosideo (13), quercetina-
3-O-ramnosil-(1—6)-hexosil-7-0O-ramnosideo (14), quercetina-3-O-ramnosil-(1—6)-
hexosideo (15), canferol-3-O-ramnosil-(1—3)-ramnosil-(1—2)-[ramnosil-(1—6)]-hexosil-7-
O-ramnosideo  (16), canferol-3-ramnosil-7-[6-feruloil]-hexosil-(1—3)-ramnosideo  (17),
canferol-3-O-ramnosil-(1—2)-[ramnosil-(1—6)]-hexosil-7-O-ramnosideo (18), canferol-3-O-
ramnosil-(1—6)-hexosil-7-O-ramnosideo (19), canferol-3-O-ramnosil-(1—6)-hexosideo (20),
canferol-3-O-hexosideo (21). A desreplicacdo, por DI-ESI-MS/MS, da FAFMa, resultou na
identificacdo dos flavonoides 13-16 ¢ 18-21, isoflavonoides genisteina (25) e daidzeina-8-C-
glicosideo (26) e biflavonoide morelloflavona (27). Adicionalmente, foram isolados e
identificados da FAFMa os flavonoides: 16, 3',4'-dimetoxi-3-O-B-D-galactopiranosil-(1—6)-a-
L-ramnopiranosideo-7-O-a-L-ramnopiranosilflavonol (22), robinina (23) e astrasikokiosideo I
(24). Este ¢ o primeiro relato do flavonoide 22. As FHGMa e FCGMa contém o esqualeno (28)
e a mistura de esteroides 4 e 5, respectivamente. A FAEGMa, apds desreplicagdo por DI-ESI-
MS/MS, resultou na identificacdo de escopoletina (29), (epi)catequina (30), dimero de
procianidina A (PAC A) (31), trimeros de PAC A (32-34) e tetramero de PAC A (35). A
FMGMa, apés desreplicagao por DI-ESI-MS/MS, permitiu a identificacdo de 18, 30, 32, 33,
35, acido quinico (36), biochanina A (37) e dimeros isoméricos de procianidina B1 e/ou B2
(38). Os compostos isolados foram identificados por RMN 'H ¢ *C (1D e 2D), CG-EM ¢ DI-
ESI-MS/MS. O EEGMa (CEso 56,76+1,54) apresentou atividade antioxidante (AA) superior ao
EEFMa, écido galico (CEso 13,37+1,65) e BHT (CEso 69,34+5,53), e similar a rutina (CEso
47,06+4,65), no ensaio com o DPPH. Com ABTS, o EEGMa (4,37+0,21) foi mais ativo que o
EEFMa (1,18+0,16) e os controles positivos BHT (2,49+0,12) e rutina (1,34+0,4). Os teores de
fendis totais apresentaram correlacdo positiva com a AA. O teor de flavonoides totais e o fator
de protecdo solar de EEFMa (66,25+2,94 e 8,2+0,3) foram superiores aos do EEGMa
(386,33+0,78 e 4,5+0,2), respectivamente. Apenas o EEGMa apresentou atividade inibidora da
acetilcolinesterase. EEFMa e EEGMa ndo sdo letais contra as larvas de Aedes aegypti. Os
flavonoides 23 e 24 foram quantificados por HPLC-DAD (A 265 e 348 nm) no EEFMa
(66,8+2,0 € 93,843,7), FAFMa (127,1£7,9 ¢ 192,2+15,7) e FAEFMa (nd e 3,4+0,3), no entanto,
ndo foram detectados EEGMa, mostrando que a composi¢do quimica ¢ diferente do EEFMa.
Este ¢ o primeiro relato de quantificagdo dos flavonoides 23 e 24. Os resultados obtidos
contribuem para o conhecimento da composi¢ao quimica de M. acutifolium.

Palavras-chave: Fabaceae, atividades bioldgicas, flavonoides, quantificacao, triterpenoides



ABSTRACT

CARVALHO, A.A. (2021). Chemical and biological study of Machaerium acutifolium
Vogel. Teresina, 308p. Thesis (Doctoral) - Postgraduate Program in Chemistry. Federal
University of Piaui.

The species Machaerium acutifolium Vogel (Fabaceae-Papilionoideae), sin. M. muticum Benth,
popularly known as wild rosewood and duck bill rosewood, is traditionally used as a
contraceptive to treat painful menstruation and stomach pain. Leaves and branches of this
species were subjected to maceration with ethanol, providing the ethanolic extracts of leaves
(EEFMa) and branches (EEGMa). The EEFMa, after partition, provided the hexane (FHFMa),
ethyl acetate (FAEFMa) and aqueous (FAFMa) fractions, while the EEGMa, after filtration
through a silica gel filter column, provided the hexane (FHGMa), chloroform (FCGMa), ethyl
acetate (FAEGMa), methanol (FMGMa) and methanol-water (FMAGMa). FHFMa contains a-
tocopherol (1), cholesterol (2), campesterol (3), sitosterol (4), stigmasterol (5), the triterpenoids
lupeol (6), the E/Z isomers of 3-O-p-coumaroyl-f-amyrin (7 and 8), 3-O-p-
coumaroylgermanicol (9 and 10) and 3-O-p-coumaroillupeol (11 and 12). FAEFMa, after
dereplication by direct insertion in a mass spectrometer with an electrospray ionization source
(DI-ESI-MS/MS), resulted in the identification of the flavonoids quercetin-3-O-rhamnosyl-
(1—-2)-[rthamnosyl-(1—6)]-hexosyl-7-O-rhamnoside (13), quercetin-3-O-rhamnosyl-(1—6)-
hexosyl-7-O-rhamnosyl (14), quercetin-3-O-rhamnosyl-(1—6)-hexoside (15), kaempferol-3-
O-rhamnosyl-(1—3)-rhamnosyl-(1—2)-[thamnosyl-(1—6)]-hexosyl-7-O-rhamnoside ~ (16),
kaempferol-3-rhamnosyl-7-[6-feruloyl]-hexosyl-(1—3)-rhamnoside (17), kaempferol-3-O-
rhamnosyl-(1—2)-[rthamnosyl-(1—6)]-hexosyl-7-O-thamnoside =~ (18),  kaempferol-3-O-
rhamnosyl-(1—6)-hexosyl-7-O-rhamnoside (19), kaempferol-3-O-rhamnosyl-(1—6)-hexoside
(20), kaempferol-3-O-hexoside (21). Dereplication of FAFMa by DI-ESI-MS/MS resulted in
the identification of flavonoids 13-16 and 18-21, isoflavonoids genistein (25) and daidzein-8-
C-glycoside (26) and biflavonoid morelloflavone (27). Additionally, the following flavonoids
were isolated and identified from FAFMa: 16, 3'.4'-dimethoxy-3-O-B-D-galactopyranosyl-
(1—6)-0-L-rhamnopyranoside-7-O-a-L-rhamnopyranosylflavonol (22), robinin (23) and
astrasikokioside I (24). This is the first report of flavonoid 22. FHGMa and FCGMa contain
squalene (28) and a mixture of steroids 4 and 5, respectively. FAEGMa, after dereplication by
DI-ESI-MS/MS, resulted in the identification of scopoletin (29), (epi)catechin (30),
procyanidin A dimer (PAC A) (31), PAC A trimers (32-34) and PAC A tetramer (35). FMGMa,
after dereplication by DI-ESI-MS/MS, allowed the identification of 18, 30, 32, 33, 35, quinic
acid (36), biochanin A (37) and isomeric dimers of procyanidin B1 and/or B2 (38). Isolated
compounds were identified by 'H and '*C NMR (1D and 2D), GC-MS and DI-ESI-MS/MS.
EEGMa (ECso 56.76+1.54) showed antioxidant activity (AA) superior to EEFMa, gallic acid
(ECs0 13.374£1.65) and BHT (ECso 69.344+5.53), and similar to rutin (ECso 47.06+4.65), in the
DPPH assay. With ABTS, EEGMa (4.374+0.21) was more active than EEFMa (1.18+0.16) and
positive controls BHT (2.49+0.12) and rutin (1.34+0.4). The levels of total phenols showed a
positive correlation with AA. The total flavonoid content and the sun protection factor of
EEFMa (66.25+2.94 and 8.2+0.3) were higher than those of EEGMa (386.33+0.78 and
4.5+0.2), respectively. Only EEGMa showed acetylcholinesterase inhibitory activity. EEFMa
and EEGMa are not lethal against Aedes aegypti larvae. Flavonoids 23 and 24 were quantified
by HPLC-DAD (A 265 and 348 nm) in EEFMa (66.8+2.0 and 93.8+3.7), FAFMa (127.1£7.9
and 192, 2+15.7) and FAEFMa (nd e 3.4+0.3), however, EEGMa were not detected, showing
that the chemical composition is different from EEFMa. This is the first report on the
quantification of flavonoids 23 and 24. The results obtained contribute to the knowledge of the
chemical composition of M. acutifolium.

Keywords: Fabaceae, biological activities, flavonoids, quantification, triterpenoids
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INTRODUCAO

Espécies vegetais sdo essenciais para manuten¢cdo da vida neste planeta, pois estdo
diretamente relacionadas ao suprimento das necessidades basicas, como alimentos, roupas,
remédios e moradia. Elas fornecem uma base viavel e renovavel para vida na terra (AHMAD
et al., 2010; NASAB; KHOSRAVI, 2014). O uso de plantas como fonte medicinal alternativa
¢ um costume antigo comum e faz parte da tradi¢do de muitas comunidades no Brasil e no
mundo. Esta pratica tem contribuido para direcionar o estudo de espécies com fins medicinais,
contribuindo para descoberta e desenvolvimento de novos fitofirmacos e medicamentos
(BOAS; GADELHA, 2007; NASAB; KHOSRAVI, 2014).

O territério brasileiro detém cerca de 20% da biodiversidade vegetal do planeta e ¢
conhecido por ter uma das mais ricas floras do mundo (FERRO; BONACELLI; ASSAD, 2006;
GARCEZ et al., 2016). O Brasil destaca-se pelo elevado nimero de espécies vegetais com
potencial terapéutico e como fonte de novos agentes bioativos, embora a maioria das espécies
ainda ndo tenha sido estudada do ponto de vista quimico e biolégico (BOLZANI et al., 2012;
SANTOS et al., 2018).

A familia Fabaceae ¢ considerada a terceira maior familia de Angiospermas em niimero
de espécies ficando atris apenas de Asteraceac e Orchidaceae. E constituida por
aproximadamente 36 tribos, 770 géneros, 19.500 espécies e esta distribuida em quase todos os
continentes, exceto na Antartida (LEWIS, 2005; LPWG, 2017). Esta familia ¢ a segunda em
importancia econdmica, ficando atras apenas da Poaceae. (LPWG, 2017; WOJCIECHOWSKI;
LAVIN; SANDERSON, 2004). No Brasil, Fabaceae ¢ constituida por 213 géneros, 2.756
espécies, sendo 1.458 endémicas, 53 subespécies e 731 variedades (FORZZA et al., 2010).
Anteriormente esta familia era dividida nas subfamilias Papilionoideae, Caesalpinioideae e
Mimosoideae, no entanto, uma classificagdo mais recente baseada em estudos taxondmicos e
moleculares foi desenvolvida pelo Legume Phylogeny Working Group (2017), no qual dividiu
a familia Fabaceae em seis subfamilias: Papilionoideae, Caesalpinioideae, Detarioideae,
Dialioideae, Cercidoideae e Duparquetioideaec (LPWG, 2017).

Plantas pertencentes a Fabaceae sdo ricas em flavonoides, porém acumulam também
outros metabolitos como alcaloides, terpenoides e esteroides (AMEN et al., 2015;
HEGNAUER; BARKMEIJER, 1993; VEITCH, 2013). A contribui¢dao na alimentagdo humana
e de outros animais permitem que diversas industrias sejam beneficiadas pela matéria prima
derivada de Fabaceae para producdo de medicamentos, corantes, pesticidas, resinas, tintas,

gomas e espessantes (JUDD et al, 2007; SOUZA; LORENZI, 2008).

Carvalho, A. A. Introducgao



O género Machaerium pertence a familia Fabaceae, subfamilia Papilionoideae e tribo
Dalbergieac (FERREIRA et al., 2019). Plantas deste género sdo utilizadas tradicionalmente
contra a tosse € a seiva ¢ usada para tratamento de aftas da boca (AMEN et al., 2015). Na
América do Sul, M. floribundum ¢ utilizada pela populacdo indigena para tratar diarréia
(HEINRICH et al., 1992) e na Costa Rica suas raizes sdo usadas na forma de decoc¢ao contra
colicas menstruais (GINSBARG, 1977).

O género Machaerium ¢ constituido por 262 espécies (AMEN et al., 2015), entretanto,
somente dezesseis apresentam estudo quimico (M. acutifolium, M. aristulatum, M. eriocarpum,
M. floribundum, M. hirtum, M. incorruptibile, M. kuhlmannii, M. mucronulatum, M.
multiflorum, M. nictitans, M. opacum, M. pedicellatum, M. scleroxylon, M. secundiflorum, M.
vestitum e M. villosum). Para estas espécies sdo relatadas a presenga de flavonoides, alcaloides,
triterpenoides, esteroides, cinamoilfenois, derivados de 4cidos graxos, entre outros (AMEN et
al., 2015; BENTO et al., 2018; CARVALHO et al., 2020). Algumas atividades bioldgicas sao
relatadas, tais como estrogénica, anti-inflamatoria, antioxidante, antimicrobiana, citotoxica,
mutagénica e alelopatica (AMEN et al., 2015; BENTO et al., 2018; CARVALHO et al., 2020).

A espécie Machaerium acutifolium Vogel (sin. M. muticum Benth) tem ocorréncia da
Amazodnia até Sao Paulo, Mato Grosso do Sul, Bahia, Piaui e Maranhao, principalmente na area
de cerrado (LORENZI, 1998; POLIDO; SARTORI, 2007). Esta espécie ¢ conhecida
popularmente por jacarandd do campo, jacarandd caroba e jacaranda bico de pato, sendo
utilizada tradicionalmente pela populacao indigena do sudeste do Pard como anticoncepcional,
para tratar menstruagao dolorosa e dor de estomago (BARBOSA; PINTO, 2003; POVH et al.,
2007; ROSA et al., 2014). O estudo realizado por Ollis et al. (1978), com o extrato benzénico
da madeira do tronco de M. acutifolium, resultou no isolamento e identificagdo dos polifendis
éter monometil de pinsilvina, (+)-medicarpina e petroestireno. Um estudo recente, realizado
por Melo et al. (2021), revelou que o extrato acetato de etila do tronco de M. acutifolium
apresenta em sua constituicdo um derivado de 3-arilcumarina, trans-estilbeno, indeno e dois
flavonoides: (3R)-2H-benzopiran-7-ol, 3,4-di-hidro-3-(2'-hidroxi-3',4'-dimetoxifenil) e (3R)-
2H-benzopiran-7-ol, 3,4-di-hidro-3- (2'-hidroxi-3',4'-dimetoxifenil)-8-metoxi. Este extrato e o
indeno apresentaram atividade larvicida contra Aedes aegypti (MELO et al., 2021).

Considerando o potencial quimico e bioldgico de plantas da familia Fabaceae, em
especial do género Machaerium, o presente trabalho tem como objetivo isolar e identificar
constituintes quimicos dos extratos etanolico das folhas e dos galhos de M. acutifolium, bem
como avaliar o potencial bioldgico dos extratos, fragdes e substincias isoladas, além de

quantificar os constituintes majoritarios.
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Desta forma, o trabalho de tese intitulado “Estudo quimico e biolégico da espécie
Machaerium acutifolium Vogel” foi dividido em seis capitulos. O Capitulo I, Isoflavonoides
da tribo Dalbergieae: uma contribuicio quimiossistematica para a subfamilia
Papilionoideae, trata-se de uma revisao que descreve os isoflavonoides e atividades bioldgicas
das espécies da tribo Dalbergieae (Fabaceae-Papilionoideae). Este artigo foi publicado no
periddico Quimica Nova (vol. 43, n. 9, p. 1294-1311, 2020) sendo escolhido como capa da
edi¢do. O Capitulo II, Perfil quimico e atividades bioldogicas dos extratos etanolico das
folhas e galhos de Machaerium acutifolium Vogel, apresenta o perfil quimico e a investigacao
da acdo sequestradora de radicais livres, protecdo solar, inibicdo de acetilcolinesterase e
atividade larvicida dos extratos etandlico das folhas e galhos.

O Capitulo 111, Estudo fitoquimico e desreplicacido do extrato etandlico das folhas
de Machaerium acutifolium Vogel, descreve o fracionamento cromatografico do extrato e
fracdes das folhas. O estudo com as folhas permitiu isolamento e identificagdo de constituintes
quimicos por ressonincia magnética nuclear de 'H e *C, bem como a identificagdo de
constituintes a partir da andlise por insercao direta em espectrometro de massas com fonte de
ionizagdo por electrospray. O Capitulo IV, Quantificacio dos flavonoides robinina e
astrasikokiosideo I em Machaerium acutifolium Vogel, descreve o método cromatografico
desenvolvido para quantificacao dos flavonoides majotérios robinina e astrasikokiosideo I nos
extratos e fracdes das folhas e galhos.

O Capitulo V, Fracionamento e desreplicacio do extrato etanélico dos galhos de
Machaerium acutifolium Vogel, descreve o isolamento e identificacdo de constituintes
quimicos do extrato etanolico dos galhos e fragdes a partir da anélise por inser¢do direta em
espectrometro de massas com fonte de ionizacdo por electrospray. Por fim, o Capitulo VI,
Outras Atividades Desenvolvidas, descreve estudos colaborativos com a resina de Protium
heptaphyllum fornecida pelo nosso grupo de pesquisa, bem como os trabalhos produzidos a
partir de disciplinas obrigatorias e ainda colaboragdo em outros trabalhos desenvolvidos durante

0 doutoramento.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Isolar e identificar constituintes quimicos dos extratos etanodlico das folhas e galhos de

Machaerium acutifolium, bem como avaliar o potencial bioldgico dos extratos, fracdes e

substancias isoladas, além de quantificar os constituintes majoritarios.

2.2 Objetivos Especificos

Preparar os extratos etandlico das folhas (EEFMa) e galhos (EEFMa) de M. acutifolium
Obter fracdes de diferentes polaridades dos extratos etanolico das folhas e galhos de M.
acutifolium

Obter os perfis quimicos dos extratos e fragdes obtidas, por cromatografia em camada
delgada (CCD), espectrofotometria na regido do UV-Vis e cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC)

Avaliar a atividade antioxidante dos extratos e fracdes por meio do ensaio com o radical 2,2-
difenil-1-picrilhidrazina (DPPH) e cation radical 2,2'-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-
sulfonico (ABTS)

Determinar os teores de fenois e flavonoides totais dos extratos e fracdes

Investigar as atividades inibidora de acetilcolinesterase, larvicida frente a Aedes aegypti e
fator de protecdo solar dos extratos

Identificar e/ou elucidar, por métodos espectroscdpicos, os constituintes quimicos isolados
Identificar constituintes quimicos dos extratos, fracdes e subfragdes por desreplicagdo por
inser¢do direta em espectrometro de massas com fonte de ionizagdo por electrospray (DI-
ESI-MS/MS)

Quantificar constituintes majoritarios nos extratos etanolico e fragdes das folhas e galhos por
HPLC

Contribuir para o conhecimento da composi¢do quimica da espécie Machaerium acutifolium
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Capitulo 1

Isoflavonoides da tribo Dalbergieae: uma contribuicao

quimiossistematica para a subfamilia Papilionoideae
(Artigo escolhido com capa do volume 43 da Revista Quimica Nova,
vol. 43, n. 9, p. 1294-1311, 2020)



ISOFLAVONOIDES DA TRIBO DALBERGIEAE: UMA CONTRIBUICAO
QUIMIOSSISTEMATICA PARA A SUBFAMILIA PAPILIONOIDEAE

RESUMO

As plantas da familia Fabaceae possuem diversos metabodlitos secundarios e alto potencial
biologico. A subfamilia Papilionoideae (Fabaceae) possui 28 tribos, das quais Dalbergieae
compreende 49 géneros e 1325 espécies. Os isoflavonodides sdo marcadores quimiotaxondmicos
de Papilionoideae e possuem importantes propriedades biologicas. Esta revisdo descreve os
isoflavondides e atividades biologicas da espécie da tribo Dalbergicae (Fabaceae-
Papilionoideae), no periodo de 1945 a 2019. Um total de 240 isoflavondides foram encontrados
em 69 espécies e 15 géneros. Formononetina, biochanina A e medicarpina foram os
isoflavonoides mais frequentes nesta tribo. Os géneros Dalbergia, Machaerium, Andira e
Pterocarpus apresentaram elevado numero de espécies com ocorréncia de isoflavondides. Um
total de 81 isoflavandides e 46 espécies apresentaram atividades bioldgicas. Isso sugere que
mais trabalhos sdo necessarios para avaliar o potencial desta tribo. O presente estudo contribui
para a classificagdo taxondmica de géneros ou espécies na familia, subfamilia ou tribo, uma vez
que a correlacdo entre metabolitos secundéarios e dados morfoldgicos ¢ uma ferramenta
importante para a classificacdo, filogenia e evolugdo das espécies. Essa compilacdo também
contribui para ampliar e atualizar o periodo pesquisado sobre a ocorréncia de isoflavonoides
em espécies da tribo Dalbergieae, descritas na literatura em outras revisdes bibliograficas.

Palavras-chave: isoflavonoides; isoflavonas; Dalbergieae; Papilionoideae; Fabaceae.

ABSTRACT

Plants from Fabaceae family have several secondary metabolites and high biological potential.
The subfamily Papilionoideae (Fabaceae) has 28 tribes, of which Dalbergieae comprises 49
genera and 1325 species. Isoflavonoids are chemotaxonomic markers of Papilionoideae and
have important biological properties. This review describes the isoflavonoids and biological
activities from the tribe Dalbergieae (Fabaceae-Papilionoideae) species, in the period of 1945
to 2019. A total of 240 isoflavonoids were found in 69 species and in 15 genera. Formononetin,
biochanin A and medicarpin were the most frequent isoflavonoids in this tribe. Dalbergia,
Machaerium, Andira and Pterocarpus genera had a high number of species with occurrence of
isoflavonoids. A total of 81 isoflavanoids and 46 species showed biological activities. This
suggests that more works are necessary to evaluate the potential of this tribe. The present study
contributes to the taxonomic classification of genus or species in the family, subfamily or tribe,
once the correlation between secondary metabolites and morphological data is an important tool
for the classification, phylogeny and evolution of species. This compilation also contributes to
extend and update the researched period on the occurrence of isoflavonoids in species of the
tribe Dalbergieae, described in the literature in other bibliographic reviews.

Keywords: isoflavonoids; isoflavones; Dalbergieae; Papilionoideae; Fabaceae.
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1 INTRODUCAO

Estudos quimiossistematicos ou quimiotaxondmicos utilizam dados quimicos
provenientes do metabolismo especializado ou micromolecular das plantas e podem auxiliar na
identificacdo e classificagdo de espécies de dificil caracterizacdo com o uso somente de analises
morfoldgicas. A quimiossistematica considera o fato dos metabolitos especializados e suas vias
biossintéticas serem frequentemente especificas e restritas a organismos taxonomicamente
relacionados (SINGH; GEETANJALI, 2018; SOUSA; CHAVES, 2019; WINK et al., 2010).

A grande variedade de constituintes quimicos isolados de espécies vegetais em conjunto
com a morfologia e dados citologicos permitem diagnosticar o histérico do organismo e as
modificagdes sofridas em seu ambiente (REYNOLDS, 2007).

Recentemente, um novo termo denominado quimiofenética foi proposto para descrever
estudos quimiossistemdticos que ndo visem somente elucidar relagdes filogenéticas, mas
também descrever a variedade de produtos naturais micro e macromoleculares de um
determinado taxon (SOUSA; CHAVES, 2019; WINK et al., 2010; ZIDORN, 2019). Dessa
forma, além das abordagens anatdmicas, morfologicas e carioldgicas ja reconhecidas como de
grande importancia para o estabelecimento de sistemas naturais, os estudos quimiofenéticos
reinem uma combinacdo de dados fitoquimicos e macromoleculares e até mesmo a busca
sistematica de produtos naturais raros que podem ajudar na caracterizagdo de clados, até agora
suportados apenas por dados de sequéncia de DNA (ZIDORN, 2019).

Plantas da familia Fabaceae Lind (Leguminosae) sdo conhecidas pela diversidade de
metabolitos secunddarios e por seu elevado potencial biologico (PEREIRA et al., 2019; ROCHA
E SILVA etal., 2007; ZARUCHI et al., 1994).

O modo de distribuicdo destes metabolitos pode ser usado para identificar a origem
botanica e muitas vezes expressa a adaptagdo, regulacdo e evolugdo sofrida por um determinado
taxon (LPWG, 2017; SHARMA; RAMAWAT, 2013; VEITCH, 2013, VEITCH, 2009;
VEITCH, 2007).

Os isoflavonoides sdo metabolitos secunddrios ou micromoleculares quase que
exclusivamente restritos a subfamilia Papilionoideae (Fabaceae), sendo alvo de trés revisdes
bibliograficas compreendendo o periodo de 1997 a 2011 (VEITCH, 2013, VEITCH, 2009;
VEITCH, 2007). Entretanto, considerando a relevancia dos metabdlitos secundarios como
instrumentos de classificacdo taxondmica, que a tribo Dalbergieae (Fabaceae-Papilionoideae)
passou por varias modificagdes, especialmente, apos avangos na filogenia molecular (LAVIN

et al., 2001; WOJCIECHOWSKI; LAVIN; SANDERSON, 2004), o presente trabalho teve
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como objetivo realizar uma revisdo bibliografica dos isoflavonoides e atividades biologicas de
espécies desta tribo, no periodo de 1945 a 2019, contribuindo para ampliar e atualizar o periodo
pesquisado sobre a ocorréncia destes metabolitos nesta tribo, como também ajudar na
caracterizacdo de clados e fornecer subsidios para guiar futuras prospecg¢des fitoquimicas que

visem a descoberta de novos agentes terapéuticos.

1.1. O taxon Fabaceae

Fabaceae ¢ considerada a terceira maior familia de Angiospermas em numero de espécies
ficando atras apenas de Asteraceac e Orchidaceae. E constituida por aproximadamente 36
tribos, 770 géneros, 19.500 espécies e esta distribuida em quase todos os continentes, exceto na
Antartida (LEWIS, 2005; LPWG, 2017). Essa familia ¢ a segunda em importancia economica,
ficando atras apenas da Poaceae (LAVIN et al., 2001; LPWG, 2017; WOJCIECHOWSKI;
LAVIN; SANDERSON, 2004).

No Brasil, Fabaceae ¢ constituida por 213 géneros, 2.756 espécies, sendo 1.458
endémicas, 53 subespécies e 731 variedades (FORZZA et al., 2010). A classificagdo tradicional
dividia a familia Fabaceae em trés subfamilias: Papilionoideae, Caesalpiniodeae e
Mimosoideae, as quais podem ser diferenciadas principalmente pela prefloracdo das pétalas
(LEWIS, 2005). No entanto, uma classificagdo mais recente baseada em estudos taxondmicos
e moleculares foi endossada pelo Legume Phylogeny Working Group (LPWG, 2017), no qual
dividiu a familia Fabaceae em seis subfamilias: Papilionoideae (503 géneros, cerca 14.000
espécies), Caesalpinioideae (148 géneros, cerca de 4.400 espécies; incluindo os géneros do
clado Mimosoideae), Detarioideae (84 géneros, cerca de 760 espécies), Dialioideae (17
géneros, cerca 85 espécies), Cercidoideae (12 géneros, cerca de 335 espécies) e
Duparquetioideae (1 género, 1 espécie) (LPWG, 2017).

Plantas pertencentes a Fabaceae sdo ricas em flavonoides, porém acumulam também
outros metabolitos como alcaloides, terpenoides e esteroides (AMEN et al., 2015;
HEGNAUER; BARKMEIJER, 1993; VEITCH, 2007, 2009 e 2013). Devido sua ampla
distribui¢do global e sua inegavel importancia em diversos biomas, as espécies de Fabaceae
estdo presentes na vida humana hé milénios e sdo extremamente importantes do ponto de vista
econdmico (JUDD et al., 2007). A contribui¢do na alimentacdo humana e de outros animais
permitem que diversas industrias sejam beneficiadas pelos produtos derivados de Fabaceae,
como medicamentos, corantes, pesticidas, resinas, tintas, gomas e espessantes. Espécies dessa
familia também vém sendo usadas para a melhoria de solos agricolas, em fun¢do de sua grande

capacidade de fixagdo de nitrogénio gerada pela atividade de bactérias simbiontes existentes
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nos nddulos radiculares (JUDD et al., 2007; SOUZA; LORENZI, 2008). Muitas espécies sao
também utilizadas em ornamentagdo e paisagismo e outras sao ainda organismos modelo para
diversos tipos de estudo (LEWIS, 2005). No Brasil, ¢ a principal familia utilizada para a
arborizagdo urbana e varias de suas espécies sdo usadas na industria madeireira, por fornecerem

matéria prima de alta qualidade (SOUZA; LORENZI, 2008).

1.2 Subfamilia Papilionoideae - Tribo Dalbergieae

Papilionoideae constitui a maior subfamilia de Fabaceae, distinguindo-se das outras
subfamilias vegetativamente e pelos caracteres florais e do fruto, sendo considerada
monofilética (KLITGAARD; LAVIN, 2005; LPWG, 2017; WOJCIECHOWSKI, 2003). Essa
subfamilia atualmente estd representada por 28 tribos, das quais Dalbergieae compreende 49
géneros e cerca de 1.325 espécies, com cinco géneros pantropicais, um anfiatlantico e dois
transatlanticos (LEWIS, 2005). Essa tribo apresenta grande diversidade na América do Sul com
38 géneros e, no Brasil, sdo relatados a ocorréncia de 28 (KLITGAARD; LAVIN, 2005;
WOJCIECHOWSKI, 2003). Estudos filogenéticos mostram os grandes clados em que a tribo
Dalbergieae esta dividida: clado Adesmia, composto por 6 géneros e cerca de 360 espécies, de
distribui¢do principalmente neotropical; clado Pterocarpus, incluindo 22 géneros e cerca de 200
espécies, centrado na regido neotropical, com alguns componentes se expandindo para a regiao
Pantropical; clado Dalbergia, com 17 géneros e cerca de 700 espécies, de distribuicao
pantropical, centrado principalmente na Africa e por fim os quatro géneros isolados Andira,
Hymenolobium, Vatairea e Vataireopsis que reunem 58 espécies de distribuicdo
majoritariamente neotropical. Desta forma, explica-se a interessante composicao atual da tribo
Dalbergieae sensu lato, com representantes diversos e aparentemente bastante distantes, porém
intimamente relacionados (FERREIRA et al., 2019; KLITGAARD; LAVIN, 2005; LAVIN et
al., 2001; WOJCIECHOWSKI; LAVIN; SANDERSON, 2004; WOJCIECHOWSKI, 2003).

1.3 Isoflavonoides

Os flavonoides sdo metabolitos secundarios sintetizados por plantas e apresentam, de
modo geral em sua estrutura, varias hidroxilas ligadas a anel aromatico, por isso sdo chamados
de compostos polifendlicos. O esqueleto basico de compostos dessa classe ¢ oriundo de rota
biossintética mista (Figura 1), sendo formado por 15 d&tomos de carbono dispostos em dois anéis
aromaticos conectados por uma ponte de trés atomos de carbono Cs-C3-Cs (DEWICK, 2009;
SHARMA; RAMAWAT, 2013). Estima-se a existéncia de cerca de 5.000 estruturas conhecidas

de flavonoides que estdo agrupadas, baseadas no estado oxidativo do anel C, em oito subclasses:
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flavanois, flavandiois, flavanonas, di-hidroflavanois, flavonas, flavonois, antocianidinas ¢
isoflavonoides (SHARMA; RAMAWAT, 2013).

A subclasse isoflavonoides possui cerca de 1.000 estruturas conhecidas, ¢ encontrada em
uma grande variedade de espécies de Papilionoideae, sendo considerada marcadores
quimiotaxondmicos desta subfamilia. Diferentemente de outros flavonoides, os isoflavonoides
apresentam o anel B ligado na posi¢do C-3 em vez de C-2, além de sofrer varias modifica¢des
estruturais que geram isoflavonoides simples, como isoflavonas, isoflavanonas, isoflavanas e
isoflavanois (isoflavan-4-ol), bem como estruturas mais complexas, incluindo rotenoides,
pterocarpanos e cumestanos (Figura 1) (DEWICK, 2009; SHARMA; RAMAWAT, 2013).

Os estudos iniciais com isoflavonoides concentravam-se em suas propriedades como
marcadores quimiossistematicos. Com o passar do tempo tornaram-se conhecidos por suas
propriedades antifungicas, conforme relatado para medicarpina (156) e vestitol (195), em
alguns casos por fazerem parte dos mecanismos de defesa da planta e inseticidas, como também
por serem considerados fitoalexinas por fitofisiologistas (DEWICK, 2009; REYNAUD, 2005).

As isoflavonas estdo associadas a muitas atividades bioldgicas, incluindo tratamento da
osteoporose, doencas cardiovasculares, sintomas da menopausa e prevengao do cancer (AMEN
et al., 2015). Estudos indicam que o efeito protetor dos isoflavonoides pode se estender além
de suas atividades antioxidantes em niveis moleculares e celulares (DEWICK, 2009;
SHARMA; RAMAWAT, 2013).

A estrutura quimica das isoflavonas ¢ muito semelhante a do hormonio estrogénico
animal (estradiol e testosterona), de modo que alguns compostos desta classe possuem atividade
estrogénica (UMEHARA et al., 2008 e 2009).

O consumo de isoflavonoides ¢ estimulado na dieta humana, visando a protecdo contra
canceres dependentes de estrogénio (cancer de mama), quando a disponibilidade do hormonio
natural ¢ restrita. Dessa forma, s3o empregados como suplementos dietéticos de estrogénio para
a redu¢do dos sintomas da menopausa, de forma semelhante a terapia de reposi¢cdo hormonal

(DEWICK, 2009).
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Figura 1 - Biossintese de isoflavonoides. Adaptada de DEWICK, 2009
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2. ISOFLAVONOIDES DA TRIBO DALBERGIEAE

A presente revisdo bibliografica consistiu na ampliagdo e atualizacdo do periodo
pesquisado em outras revisdes (VEITCH, 2007, 2009 e 2013) sobre a ocorréncia dos
isoflavonoides e suas propriedades bioldgicas relatados em espécies da tribo Dalbergieae
(Fabaeceae-Papilionoideae), contribuindo para uma melhor compreensdo do metabolismo
micromolecular e sua a¢do no organismo animal, bem como ajudar na caracterizacao de clados
e guiar futuros estudos fitoquimicos que visem a descoberta de novos agentes terapéuticos.

No periodo de 1945 a 2019 foram relatados 240 isoflavonoides na tribo Dalbergieae,
distribuidos em 15 géneros e 69 espécies. Os isoflavonoides foram relacionados por classes:
isoflavonas (1 a 125, 52,1%), isoflavanonas (126 a 155, 12,5%), pterocarpanos (156 a 182,
11,2%), rotenoides (183 a 194, 5,0%), isoflavanas, isoflavanquinonas e isoflavan-4-ois (195 a
225, 13,0%) e outros isoflavonoides (226 a 240, 6,2%). Os isoflavonoides glicosilados
totalizaram 48 (20%). Os compostos de maior ocorréncia sdo as isoflavonas formononetina (2)
e biochanina A (17) e o pterocarpano medicarpina (156) presentes em 20, 19 e 16 espécies,
respectivamente. Os géneros que apresentaram maior numero de espécies com ocorréncia de
isoflavonoides foram Dalbergia (31 espécies), Machaerium (9 espécies), Andira (6 espécies) e
Pterocarpus (5 espécies). A revisdo bibliografica mostrou ainda, trés trabalhos que
identificaram por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Espectrometria de
Massas (HPLC-MS) 35 isoflavonoides, dos quais 13 eram isoflavonas, 12 isoflavanonas, 8
isoflavanas e 2 pterocarpanos. Estes compostos foram previamente isolados e relatados em
outros trabalhos (ARAUJO etal., 2018; UMEHARA et al., 2008 ¢ 2009; ZHAO et al., 2013).

Dalbergia parviflora apresentou o maior nimero de isoflavonoides, com 46 compostos
isolados. Essa espécie ¢ conhecida na Tailandia como “sak kee”’, onde € utilizada na medicina
tradicional como expectorante, estomacal, cardiotonico e para regular o ciclo menstrual
(SONGSIANG et al., 2009; UMEHARA et al., 2008 e 2009). As folhas desta planta tém efeito
afrodisiaco suave e o 6leo do cerne (vermelho-escuro) ¢ usado como antipirético € no
tratamento de feridas cronicas (UMEHARA et al., 2008 e 2009). Devido a estas propriedades,
essa espécie tem sido alvo de estudos quimicos e biologicos (SONGSIANG et al., 2009).
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Figura 2 - Gréfico com principais classes dos flavonoides encontrados na revisao.
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Tabela 1 - [soflavonoides de espécies da tribo Dalbergieae.
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Género Espécie Parte da Compostos Ref.
planta
casca das ) Caamal-Fuentes
raizes Isoflavana: 217 etal., 2015
A fascicularis casca das Pterocarpanos: 168 ¢ 182 Caamal-Fuentes
raizes P ’ etal., 2013
Aeschynomene
. . folhas e ) Ignoato et al.,
A. fluminensis galhos Isoflavona: 1 2012
partes
A. sensitiva aéreas e  Isoflavona: 47; Rotenoide: 183 Arr112d0a 1? al,
sementes
. , Silva et al.,
A. anthelmia raizes Isoflavonas: 16, 17, 22, 27 ¢ 28 2008
o , Silva et al.,
A. fraxinifolia raizes Isoflavonas: 17 e 50 2006
A humili , Isoflavonas: 16, 17, 22, 25, 26, 27 ¢ 50, Garcez et al.,
- fmus ratzes Isoflavanona: 126 2010
Isoflavonas: 2, 10, 18 ¢ 32; 2-
folhas Arilbenzofurano-3-carbaldeidos: 236, Krazf:)gtl al,
237 ¢ 238
Andira casca do
A. inermis caulee  Isoflavonas: 2, 10,16, 17,18 ¢ 50 Krazf;c)g(t)al.,
sementes
, . Silva; Velozo;
raizes Isoflavonas: 21, 26 ¢ 27 Parente, 2000
A. parviflora cerne Isoflavonas: 16 e 17; Isoflavana: 202 Garzl(e)ile; al,
4 Almeida;
A. surinamensis casca €os 4o flavonas: 10,17,18 ¢ 50 Silveira; Pessoa,
galhos 2008
. . Sobolev et al.,
Arachis A. hypogaea sementes  Pterocarpanos: 174 ¢ 178 2010
Hausen; Bruhn;
madeira Isoflavanas: 203, 204, 205 ¢ 212; Koenig, 1991;
Brya B. ebenus d Pterocarpenos: 228, 229, 230, 231 ¢ Ferreira; Moir;
AR X ) Thomson, 1974;
1975
) Araujo; Alegrio;
C. sclerophyllum cerne Isoflavona: 10 Leon, 1998
Centrolobium C éclerzp hy llLfm" Isoflavonas: 2 e 10; Isoflavanona: 139; Alegrio; Braz-
C ’ [p a (ZinSZ’m cerne Pterocarpano: 156; Isoflavanas: 195, Filho; Gottlieb,
- fomentos 198 ¢ 200; Isoflaveno: 226 1989
e C. robustum
Isoflavonas: 14, 16, 17 ¢ 44,
D. boehmii e Pterocarpanos: 156, 157 ¢ 158; Abdou et al.,
- poefimu ce Coumestano: 233; 2017
Coumaronocromona: 239;
o Isoflavonas: 2 e 107; Isoflavanas: 195 ¢ Hamburger;
Dalbergia ceme 200; Isoflavanquinona: 222 Cordell, 1987
D. candenatensis
- Pterocarpanos: 179 ¢ 180; Isoflavana: Cheenpracha et
e 199 al., 2009
D. S Svasti et al.,
cochinchinensis sementes Rotenoides: 184, 186 ¢ 187 1999
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D. congesta raizes Isoflavonas: 85 ¢ 116 Rao et al., 2006
D Ramesh;
coraman.de liana folhas Isoflavona: 20 Yuvahajan,
1995
cascado ) Aragjo et al.,
caule Isoflavonas: 1,2 ¢ 17 2018
Isoflavonas: 2, 13 e 17; Pterocarpanos: Piccinelli ct al
cerne 156, 157, 160, 162, 163 ¢ 165; 2011 "
D. ecastaphyllum Isoflavanas: 195, 196, 197 ¢ 200
Donnelly;
cerne Isoflavona: 2; Isoflavanas: 200 e 205 Keenan,
Prendergast,
1973
D. frutescens cascado Isoflavonas: 1,2, 7,16,17, 32,33, 34, Khan et al.,
’ caule 35¢69 2000
D. horrid raiz Isoflavonas: 85 ¢ 95; Isoflavanonas: Narayanan et
- fornaa S 140¢152 al., 2007
casca das Malhotra;
D. lanceolaria , Isoflavona: 26 Murti; Seshadri,
raizes
1966
D. melanoxylon casca do Isoflavona: 2; Isoflavononas: 151 e 153 Mutai et al,
caule 2013
cascado Isoflavonas: 49, 103, 106, 111, 112, Nunes; Haag;
caule 116 ¢ 121 Bestmann, 1989
D. monetaria
Isoflavonas: 45 e 46; Rotenoides: 184,
sementes 187, 188, 189, 190, 191 ¢ 192 Abe et al., 1985
. folhas . Mathias et al.,
D. nigra secas Isoflavona: 67 1998
cerne Isoflavona: 42 Bekl;c(a)rogt al.
D. nitidula Ferreira ot al
cerne Pterocarpanos: 164, 171 ¢ 172 errellgaég: abs
folhas Isoflavonas: 16, 17, 18 ¢ 64 Lietal., 2016
- Isoflavononas: 128, 129 ¢ 141; Zhao et al.,
cerne Isoflavana: 195 2011
Isoflavonas: 1, 2, 49, 91 ¢ 106;
cerne Isoflavononas: 85, 129, 132, 133,136 ¢ Lee et al., 2013
141; Pterocarpano: 156
Zhang et al.,
folhas Isoflavonas: 16 ¢ 17 2011
[soflavonas: 2, 13, 15, 70 ¢ 95;
. Isoflavanonas: 128, 129, 133, 135 ¢ Zhao et al.
D_ d s B ’ B
odorifera cemne 141; Pterocarpanos: 156 ¢ 166; 2013
Isoflavanquinona: 222
Isoflavonas: 2 e 64; Pterocarpano: 156;
cerne Isoflavanas: 200 ¢ 201, Choi et al., 2010
Isoflavanquinona: 222
cerne Isoflavona: 2; Pterocarpano: 156; Islam, 2008
Isoflavanquinona: 222
Isoflavonas: 2,9, 15, 18, 44 ¢ 70; .
cerne Isoflavononas: 128, 129, 133,135 ¢ Liu et al., 2005

141; Pterocarpano: 156

e 2005
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Isoflavona: 2; Pterocarpanos: 156, 166,

cerne 175,176 ¢ 177; Isoflavanas: 195, 200, G"‘}"‘;geg al,
208 ¢ 209; Isoflavena: 227
cerne Isoflavonas: 2 ¢ 11; Isoflavanas: 195 ¢ Yahara et al.,
201; Isoflavanquinona: 222 1985
Isoflavonas: 2, 11 e 48; Isoflavanona:
Yahara et al.,
cerne 141; Pterocarpano: 156; Isoflavanas: 1989
195, 201 e 206; Isoflavanquinona; 222
cerne Isoflavona: 2; Isoflavonona: 133; Pluempanupat et
Pterocarpano: 156 a., 2013
cerne Isoflavona: 60; Isoflavonona: 133; Deesamer et al.,
Isoflavanas: 200 2007
cascado 1o favonas: 2, 16, 17, 75 ¢ 91 Tto et al., 2003
caule
Isoflavanona: 133; Pterocarpano: 156;
) ) Donnelly;
cerne Isoflavana: 200; Coumestonas: 234 ¢
Kavanach, 1974
235
casca Pterocarpanp: 160; Isoflavana: 210; Park et al., 2017
Isoflavanquinona: 223
Parthasarathy;
casca Isoflavonas: 6, 17 ¢ 77 Seshadri;
Varma, 1976
casca Isoflavonas: 2, 17, 88, 110, 111 ¢ 122; Adinarayana;
Rotenoide: 194 Rao, 1972
. Parthasarathy;
D. paniculata C?;SISO Isoflavonas: 2,17 e 111 Seshadri;
Varma, 1974
sementes  Isoflavonas: 87 e 122; Rotenoide: 193 Radhalk 91171§hn1ah,
raizes Isoflavonas: 17, 75 ¢ 76; Rotenoide: Ibrahim et al.,
185 2007
Isoflavonas: 2,10, 16, 17, 51, 57, 98 ¢ Castellano:
cerne  99; Isoflavanonas: 129, 131,133,134, aste azn(())l, s
135 ¢ 142; Isoflavanas: 195, 200 ¢ 205 Orrens,
alhos ¢ Isoflavonas: 49, 55, 107 ¢ 108; Songsiang;
gceme Isoflavononas: 135 e 142; Hahnvajanawon
Pterocarpanos: 160 ¢ 179 g; Yenjai, 2011
Isoflavonas: 2, 10, 11, 14, 16, 17, 43,
48, 50, 54, 56, 60, 64, 89, 92, 98 ¢ 99; Umch tal
D, varvi cemne  Isoflavononas: 127, 128, 129, 131, 133, 20‘68“32%0&;"
. parviflora 134, 135, 142 ¢ 143; Isoflavanas: 195, N
200 ¢ 210
alhos Isoflavonas: 2, 17 e 94; Isoflavononas: ~ Songsiang et al.,
& 129 ¢ 133; Isoflavanas: 200 ¢ 208 2009
cerne Isoflavona: 57; Isoflavononas: 130, Umehara et al.,
137,138, 144 ¢ 145 2008 e 2009
cerne Isoflavonas: 2, 14, 16, 17, 10, 43, 48, Monthakantirat
50, 54, 60, 64, 89, 92, 98, 99 ¢ 102 etal., 2007
Braz Filho;
D. riparia madeira  Isoflavonas: 32, 34, 64 ¢ 122 Almeida;
Gottlieb, 1973
Charles;
D. rubiginosa raizes Isoflavona: 81; Pterocarpano: 181 Gandhidasan,
2006
D. sissoo folhas Isoflavonas: 7, 16, 17, 26, 27, 50, 74, Dixit et al.,
' 122,123 ¢ 124 2012
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casea das Isoflavonas: 17 e 24; Rotenoide: 184 Reddy etal,
raizes 2008
folhas e Farag et al
cascado Isoflavonas: 11, 20, 26, 30, 66, 67 ¢ 74 2%01 "
caule
pflrtes Isoflavonas: 16, 17, 18, 22,29, 61, 63 ¢ Sarg ct al., 1999
aéreas 64
D. sissoides flores Isoflavona: 17 Kav1r11129u9117et al.
Kumar; Steiner;
sementes  Isoflavonas: 85 ¢ 95 Subramanian
1999
folhas e Narayanan;
. cascado Isoflavonas: 29 e 68 4 >
D. spinosa Nagarajan, 1988
caule
Radha;
raizes Isoflavonas: 85, 86, 95 ¢ 122 \./asantha;.
Pitchumani,
2015
D. spruceana cerne Isoflavonas: 2,7, 17 e 122; Cook et al.,
P Pterocarpanos: 156 ¢ 177 1978
D. sympathetica folhas Isoflavonas: 18 e 31 Nagarzag)e(l)rg etal,
folhas e Isoflavonas: 1, 5, 9, 21, 26, 49, 64, 124,
. 125; Pterocarpanos: 156 e 175; Son et al., 2019
D. tonkinensis raizes Isoflavana: 195
cerne Isoflavona: 17 Son et al., 2018
D. vacciniifolia cerne Isoflavonas: 58, 59, 104 ¢ 105 Innocztz)nltoet al,
D. variabilis cascae  Isoflavonas: 2 e 38; Pterocarpanos: 156  Kurosawa et al.,
’ madeira e 169; Isoflavanas: 195 ¢ 200; 1978
1 Isoflavonas: 2,7, 11, 17, 32, 38,41, 51, Kaennakam et
At 71,72,89¢91 al., 2019
] Kaennakam;
D. velutina raizes Isoflavanos: 207, 213, 214, 215 ¢ 216 Siripong; Tip-
Pyang, 2017
, Isoflavonas: 74, 90, 91,93, 109, 110 ¢ ~acnnakam;
raizes 124 Siripong; Tip-
Pyang, 2015
D. vietnamensis caule Isoflavonas: 88, 96, 122 ¢ 124 LOE;I(I)TZal.,
Chawla;
D. volubilis flores Isoflavonas: 17 ¢ 39 Chibber;
Seshadri, 1974
D. cearensis, Kurosawa et al
D. ecastophyllum cerne Isoflavanas: 195, 197 ¢ 200 °
. 1978
e D. variabilis
. Jurd; Stevens;
D. retusa cerne Isoflavonas: 36 ¢ 38 Manners, 1972
D. robinioides cerne Isoflavanas: 210 e 211 Castro; Lopez;

Vergara, 1986

Carvalho, A. A.

Capitulo 1



20

Geoffroea G. decorticans CE::S;SISO Isoflavanonas: 146, 154 ¢ 155 Vila et al., 1998
Kotschya K. strigosa frutos Isoflavanol: 232 Awouafack et
al., 2016
caule Isoflavona: 2; Pterocarpanos: 156 ¢ 177  Seo et al., 2001
M. aristulatum casca do Isoflavonas: 2 ¢ 10 Elsohly; Joshi;
caule ’ Nimrod, 1999
M. acutifolium folhas “Isoflavonas: 16 ¢ 24 Carvz;l(})1109et al,
M. kuh{mgnnu ¢ tronco Isoflavona: 2; Pterocarpano: 156 Ollis et al., 1978
M. nictitans
) Isoflavona: 10; Pterocarpano: 173; Kurosawa et al
Machaerium M. mucronulatum cerne Isoflavanas: 200 ¢ 208; v
. 1978
Isoflavanquinona: 221
M. opacum cerne Isoflavanas: 200 ¢ 208 Ollis et al., 1978
M. pedicellatum cerne Isoflavanas: 218 ¢ 219 Ollis et al., 1978
. Isoflavona: 2; Pterocarpanos: 156 ¢ Ogiyama;
M. vestitum CeMe  165; Isoflavanas: 195 ¢ 200 Yasue, 1973
M villosum madeira Isoflavonas: 1, 3, 9 ¢ 10; Isoflavanas: Kurosawa et al.,
- viros © 200 e 208; Pterocarpanos: 157 e 173 1978
casca do
caulee  Isoflavonas: 84 ¢ 120 Adem et al,,
. 2019
raizes
Ormocarpum O. kirkii raizes Isoflavanonas: 147, 148 ¢ 149 Xu et al., 2012
. . Dhooghe et al.,
raizes Isoflavanona: 147 2010
i Selvam et al.,
Pterocarpano: 156 2017
cerne Pterocarpanos: 156, 157, 163 165 ¢ 170 Mlh%olzt al,
P. floribundum e
tronco  Pterocarpanos: 156, 157, 163, 165, 170 Mﬂ‘;)oo‘;t al,
Platymiscium ¢ Isoflavona: 100; Pterocarpanos: 156, Falcdo et al.,
TORCO 157,163,165 ¢ 170 2005
Martinez;
P. gracile serragem  Isoflavona: 10; Pterocarpano: 157 Garcia;
Durango, 2017
P. yucatanum tronco Pterocarpanos: 156 ¢ 157 Reyels ég;l ilpa,
casca dos Isoflavonas: 10; Isoflavonoide Toukam et al.,
galhos  benzofurano: 240 2018
P. erinaceus q ol |
casca dos ) Olaleye et al.,
galhos Pterocarpano: 157 2013
Pterocarpus , Isoflavonas: 2, 10, 17, 19, 32 ¢ 38; Tlp-Pyang;
ratzes Pterocarpano: 156 ¢ 160 Aree; Sichaem,
P. indicus fpano: 2019
cerne Isoflavona: 2; Pterocarpano: 159 Coolk 9e éfae,
P. macrocarpus cerne Isoflavanona: 150 Verrlngageg al,
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planta Isoflavona: 23 Anandharajan et

al., 2005
cerne Isoflavonas: 8, 40 ¢ 62 Mitra: Joshi,
1983
cerne Isoflavona: 73 Mltrlag;gg St
cerne Isoflavona: 53 KE:E?%SISI;
P. santalinus cerne Isoflavona: 97 KE:??%SEI;
cerne Isoflavona: 52 KE:E?%SEI;

Isoflavanas: 200, 201, 218 ¢ 220;
Isoflavanquinona: 222

P. soyauxii Isoflavonas: 10, 12, 13, 37, 43, 78, 98,
99,101,102, 113, 114 ¢ 115;

cerne Suetal., 2014

CeMe  pcrocarpanos: 157, 159, 160, 161 ¢ Suetal., 2013
167
folhas  Isoflavonas: 11,79 ¢ 118 Souza et al,
olhas soflavonas: 11, 79 ¢ 2017
Souza et al.,
Vatairea V. guianensis alburno  Isoflavona: 2; Isoflavonol: 233 2015
Souza et al.,
folhas Isoflavonas: 80, 82, 83 ¢ 117
2013
Zornia Z. brasiliensis parlrf[es Isoflavonas: 4 e 5; Pterocarpano: 156 Nascimento et
aérias al., 2018

sCompostos identificados por HPLC-MS; ®Compostos identificados por DI-ESI-MS/MS

2.1 Isoflavonas

Isoflavonas estdo presentes na natureza predominantemente como B-glicosideos, acetil-
B-glicosideos e malonil-B-glicosideos, todos soluveis em &4gua. Pequenas modificacdes
estruturais produzem significativas alteracdes em suas propriedades biologicas e bioquimicas.
Uma das propriedades quimicas mais importantes das isoflavonas ¢ a capacidade de participar
de processos redox (MARIANA; MARINELA, 2007; SHARMA; RAMAWAT, 2013).

As isoflavonas dietéticas podem ser classificadas em quatro categorias: (I) agliconas
(sem ligacdo com agucar): daidzeina (1), formononetina (2), genisteina (16), biochanina A (17)
e gliciteina (33); (II) glicosideos ou gliconas: daidzina, genistina, glicitina, ononina (5) e
sissotrina; (III) acetilglicosideos ou acetilgliconas: 6"- acetildaldazina, 6"-acetilgenistina e 6"-
acetilglicitina; (IV) malonilglicosideos ou malonilgliconas: 6"-malonilaldazina, 6"-
malonilgenistina e 6"-malonilglicitina (SHARMA; RAMAWAT, 2013).

O numero de isoflavonas encontrado na literatura excede o de qualquer outra subclasse

de isoflavonoides (SHARMA; RAMAWAT, 2013). Na tribo Dalbergieae as isoflavonas sdo a
subclasse de isoflavonoides mais frequentes com um total de 125 (52,1%). As isoflavonas (1 a

125) foram agrupadas com base em padrdes simples de substituicdo no oxigénio, sendo 66
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compostos com grupos metoxi e metilenodioxi, 12 com substituintes prenila e 42 derivados
glicosilados (VEITCH, 2007, 2009 e 2013).

As isoflavonas tém 3-fenil-4H-1-benzopiran-4-ona (3-fenilcromona) como um sistema de
anel principal (AMEN et al., 2015) e possuem em sua estrutura uma ligacao dupla no carbono
2 do anel C (Tabela 2) e as que possuem substituicdo em C-8 (hidroxi, metoxi ou derivados
glicosidados) no anel A sdo relativamente incomuns, contudo, 19 compostos com este padrao
de substituicao foram relatados (Tabela 2).

Um total de 35 isoflavonas da tribo Dalbergieae (28,0%) sdo biologicamente ativas. As
atividades biologicas mais frequentes em isoflavonas s3o estrogénica, citotoxica, antioxidante,
antimicrobiana e antifungica.

A atividade estrogénica foi relatada para 15 isoflavonas (2, 11, 14, 16, 17, 48, 50, 54, 57,
60, 64, 89,92, 98 ¢ 124) com ocorréncia em 11 espécies, sendo a maioria encontrada na madeira
de D. parviflora, o que indica o potencial estrogénico desta espécie.

Formononetina (2), genisteina (16), biochanina A (17), cajanina (57) e khrinona C (98)
apresentaram ainda atividade antioxidante nos métodos Xantina/Xantina Oxidase (X/XO),
capacidade de absorc¢ao do radical oxigénio (ORAC) e DPPH (PROMDEN et al., 2014). Essa
atividade também foi relatada para daidzeina (1), isoformononetina (3) e 3'-hidroxidaidzeina
(9), calicosina (10), 3’-O-metilorobol (51) ¢ khrinona B (99) (AMEN et al., 2015; PROMDEN
etal., 2014; TOUKAM et al., 2018).

Orobol (49), obtida de D. parviflora, apresentou atividade citotdxica frente as linhagens
de células de carcionoma epidemoide de cavidade oral (KB), adenocarcinoide de mama (MCF-
7) e cancer de pulmdo de pequenas células (NCI-H187) (SONGSIANG;
HAHNVAJANAWONG; YENIJAL 2011). A citotoxicidade frente as linhagens de células KB
e NCI-H187 também foi exibida por 5,7,5'-trihidroxi-2’,4'-dimetoxi-isoflavona (94), obtida de
D. parviflora (KAENNAKAM et al., 2019; YAHARA et al, 1989). Enquanto 3'-
metoxidaidzeina (11), obtida de D. odorifera e D. velutina, e pseudobaptigenina (7), isolada de
D. velutina, foram ativas frente a linhagem de células KB (KAENNAKAM et al., 2019;
SONGSIANG et al., 2009). 6,2'-Dimetoxi-7,4'-dihidroxi-isoflavona (58), isolada de D.
vacciniifolia e 5,7-dihidroxi-4’-metoxi-6,8-diprenilisoflavona (120), obtida de O. kirkii,
demonstraram citotoxicidade frente a larvas de camardo e a linhagem de célula de leucemia
(CCRF-CEM), respectivamente (ADEM et al., 2019; INNOCENT et al., 2010).

A isoflavona biochanina A (17) apresentou atividade anti-inflamatéria e antimicrobiana
(COOK et al., 1978; KAENNAKAM; SIRIPONG; TIP-PYANG, 2017). Formononetina (2) e

calicosina (10) demostraram potencial antimicrobiano, antiparasitario e antigiardico contra
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Giardia intestinalis (AMEN et al., 2015; ELSOHLY; JOSHI; NIMROD, 1999; KHAN et al.,
2000). O composto 2 possui ainda atividade larvicida frente a Aedes aegypti, repelente contra
zoosporo ¢ inibidora de agregacdo plaquetiria (GODA et al, 1985; ISLAM, 2008;
PLUEMPANUPAT et al., 2013).

A atividade antimaldrica frente a Plasmodium falciparum ¢ relatada para calicosina (10),
genisteina (16) e 5,7,5'-trihidroxi-2',4'-dimetoxi-isoflavona (94) (SONGSIANG et al., 2009;
KRAFT etal., 2000). Calicosina (10), obtida de C. sclerophyllum, apresentou também atividade
leishmanicida (ARAUJO; ALEGRIO; LEON, 1998). 5-Hidroxibowdichiona (107), obtida de
D. candenatensis, e 5,7,5'-trihidroxi-2',4'-dimetoxiisoflavona (94) apresentaram atividade
antimicrobiana (HAMBURGER; CORDELL, 1987, SONGSIANG et al., 2009). Enquanto
calicosina (10) e 5,7,3'-trihidroxi-4'-metoxi-8-prenilisoflavona (119), isolada de V. guianensis,
exibiram potencial antifingico frente a cepas de Candida (MARTINEZ; GARCIA;
DURANGO, 2017; SOUZA et al., 2017).

Biochanina A 7-O-f-D-glicopiranosideo (22), obtida de A. anthelmia e D. sissoo,
biochanina A 7-O-f-D-apiofuranosil-(1—5)-f-D-apiofuranosil-(1—6)-5-D-glicopiranosideo
(27) e biochanina A 7-O-a-L-ramnopiranosil-(1—6)-f-D-glicopiranosideo (28), isoladas de A.
anthelmia, apresentaram atividade anti-helmintica contra Aspiculuris tetraptera (SILVA et al.,
2008). A atividade inibitoria da ativagdo do antigeno do virus Epstein Barr foi relatada para
formononetina (2), genisteina (16), biochanina A (17), olibergina B (75) e olibergina A (91),
obtidas de D. olivari (ITO et al., 2003).

A partir do extrato metandlico da madeira de D. odorifera foi obtida uma fracdo que
apresentou atividade anti-hipercolesterémica e desta foram isoladas as isoflavonas
formononetina (2) e 3'-metoxidaidzeina (11) (YAHARA et al., 1985). A atividade inibitdria de
o-glicosidase foi apresentada pela tectorigenina (64), obtida de D. odorifera e D. parviflora,
pterosonina E (13), isolada de D. parviflora, e pelo composto 2 (CHOI et al., 2010; ZHAO et
al., 2013). Finalmente, a isoflavona 7-O-a-L-ramnopiranosiloxi-4-metoxi-5-hidroxi-isoflavona
(23), obtida de P. marsupium, exibiu atividade reguladora de Glut-4 e PPAR
(ANANDHARAIJAN et al., 2005).
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Tabela 2 - Estruturas das isoflavonas de 1-125
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35 cuneatina

48 browdichiona (R4 Rp=H; R3=OCH3)

100 7- hidroxi-6,4'-dimetoxi-isoflavoquinona
(R1=OCH3; Ry=H; R3=CH3)
107 5-hidrobrowdichiona (R4 =H; R;=OH; R3=0OCHj3)

N° Rg R7 R6 Rs sz R3v R4‘ R5v Nome
1 H OH H H H H OH H daidzeina
2 H OH H H H H OCH; H formononetina
3 H OCH3 H H H H OH H isoformononetina
4 H OCH3 H H H H OCH3 H 7,4'-dimetoxi-isoflavona
5 H O-B-D-glc H H H H OCH; H ononina
O-B-L-rha- formononetina 7-
6 H (1—6)-B-D-glc H H H H OCH; H rutinosideo
7 H OH H H H 0-CHx-O H pseudobaptigenina
8 H O-wL-tha  OCH; OH H H H g >7-dihidroxi-6-metoxi-
isoflavona 7-rha
9 H OH H H H OH OH H 3'-hidroxidaidzeina
10 H OH H H H OH OCH; H calicosina
11 H OH H H H OCH; OH H 3'-metoxidaidzeina
12 H OCH; H H H OCH; OH H saianedina
13 H OH H H H OH H OCH; pterosonina E
14 H OH H H OCH; H OCH; H 2'-metoxiformononetina
15 H OH H H OH H OCH; H 2'-hidroxiformononetina
16 H OH H OH H H OH H genisteina
17 H OH H OH H H OCH; H biochanina A
18 H OCH3 H OH H H OH H prunetina
19 H OH H OCH; H H OCH; H 5-O-metilbiochanina A
O-B-D-
20 H OCH; H OH H H aplo- H coromandelina
(1—6)-
B-D-glc
O-B-D-apio- .
21 (1—6)-B-D-glc H OH H H OH H ambocina
22 H O-p-D-glc H OH H H OCH; H bl""hanmag Ii‘ 7-0-p-D-
23 H O-0-L-tha H OH H H ocH, n  "O-@L-rha-4-metoxi-5-
hidroxi-isoflavona
_ 7-v,y-dimetilalliloxi-5-
24 H L H OH H H OCHj H hidroxi-4'-metoxi-
dimetilalliloxi .
isoflavona
O-xil(1—6)- biochanina A 7-O-B-D-
25 H olc H OH H H OCH; H il-(1—6)-B-D-glc
O-B-D-apio- .
26 H (1—6)-B-D-glc H OH H H OCH; H lanceolarina
8?;?;3?3: biochanina A 7-O-f-D-
27 H . H OH H H OCH3 H apio-(1—5)-p-D-apio-
apio~(1—6)-p- (1—6)-B-D-glc
D-glc &
28 H O-0-L-rha- H OH H H OCH; H biochanina A 7-O-a-L-

(1—6)-B-D-glc

rha-(1—6)-B-D-glc
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29 H OCH; H OH H H 0-5;1]) " H  prunetina 4-0-p-D-gal
30 H OCH; H OH H H O'gl'cD " H  prunetina 4-0-B-D-glc
O-B-D- . .
31 H OCH3 H OH H H gen H dalsimpatetina
32 H OH OCHj3 H H H OCH3 H afrormosina
33 H OH OCH3 H H H OH H gliciteina
34 H OH OCH; H H 0-CH»-O H fujikinetina
36 OH OH H H H H OCH3 H retusina
37 OH OCH; H H H H OCH; H 8-h1dr0.x1-4 ,7-dimetoxi-
isoflavona
38 OCH3; OH H H H H OCH3 H 8-O-metilretusina
39 rha OCH; H H H H OCH; H volubilina
40 OH O-B-D-glc H H H H OCH3 H retusina 7-O-B-D-glc
41 H OH H OH H 0-CH,-O H 3'.4'-metilenodioxi
orobol
42 H OH H H  OCH; H OH OH 4,3',7-trihidroxi-2'-
metoxi-isoflavona
43 H OH H H OH H OCH; OH khrinona A
44 H OH H H  OH H OCH, oOCH,  2/-dihidroxi-45-
dimetoxi-isoflavona
45 H OH H H OCH, H OCH;  OCH; 7-hidroxi-2',4'5'-
trimetoxi-isoflavona
46 H O-p-D-gle H H OCH, H ocH, ocH,  PD-gle-245-
trimetoxi-isoflavona
47 H O-B-D-glc H H OH H OCH;  OCH; daidzeina 7-O-B-D-glc
49 H OH H OH H OH OH H orobol
50 H OH H OH H OH OCH3 H pratenseina
51 H OH H OH H OCH; OH H 3'-O-metilorobol
0-p-D 4' 5-dihidroxi-7-O-
52 H OCH3 H OH H L OH H metilisoflavona 3'-O-f3-
gle
D-glc
%: !?:E,_- 4' 5-dihidroxi-7-O-
53 H OCH; H OH . . OH H metilisoflavona 3'-O-f3-
cinamoil " . .
D- (3"-E-cinamoil)-glc
)-gle
54 H OH H OH OCH; H OH H teralina
55 H OH H OH OH H OCH3 H 2'-hidroxibiochanina A
56 H OH H OH OCHj; H OCH3 H 2'-metoxibiochanina A
57 H OCH;3 H OH OH H OH H cajanina
58 H OH OCH, H OCH: H OH H 6,2'-dimetoxi-7,4'-
dihidroxi-isoflavona
59 H OH OCH; H OCH, H OCH, H 6,2 4'trimetoxi-7-
hidroxi-isoflavona
60 H OH H H OCH; OH OCH; H khrinona E
61 H OH OCHj3 H H H OCH3; H irisolidona
62 H O-o-L-rha OCH3 OH H H OCH3 H irisolidona 7-O-0-L-rha
63 H OCH3 OH OCH; H H OH H muningina
64 H OH OCH3 OH H H OH H tectorigenina
65 H OCH;3 OCH3 OH H H OH H 7-O-metiltectorigenina
O-B-D-apio- tectorigenina 7-O-B-D-
6 H 16 pDge O OH H H OH  H o pio(1-6)-p-D-gle
0-6-0- 5-hidroxi-6,7-dimetoxi-
67 H OCH; OCH; OH H H B-D- H 4'-0-6-0-B-D-apio-B-D-
glc isoflavona
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68

69
70
71
72

73
74
75

76

77
78
79

80

81

82

83

84
85
86

87
88
89
90
91
92

93

94
95
96

97

98
929
101

102

103

H
H
H
H
OCH3

CH;

B-D-glc
geranila

geranila

gle
OH

prenila

prenila

H

OCH3

OH
OH
OH
OH

O-o0-L-rha

OH
OH
OCH;3

OCH3
OCH;3
OH

OH

OCH3

2" 2"-dimetilpirano-
(5",6":8,7)

2" 2"-dimetilpirano-
(5",6":8,7)
2'2'-dimetilpirano-
(5",6"8,7)

TEZEITE T B E

T

T T ZmEXZETET E £ T =

OH
O-B-D- apio (1
—6)-glc
OH
O-B-D-glc
OH
O-B-D-glc
OH
OH
O-B-D-apio-
(1"=6")-0--
D-glc
OH

OH
O-B-D-apio-
(1—-6)-B-D-glc

OCH;3

OH
OH
OH

OH

OH

OCH3
OCH3

T EZ T m =

T

OCH3

H

H

prenila
OCH;
OCH;

OCH3
OCH3
H

T T =

T

OCH3
OCH3

OH

H
H
OCH3
OH

O-
acetil-

OH

T T = =T

OCHs

OH
OH
OH

OH

OH

OH

OH

OH

OH
OH
OH

OH
OH
OH
OH

OH

OH
OH
OH

OH
OH

OH

OH

T

T T E T T T

an)

=™ T =

OCHs
OCHs
OCHs
OCHs
OCHs
OCHs

OCHs

OCHs

OCHs

OCHs
OH
OCHs

OCHs

apio-f3-
D-glc
H 0--D- H
gal
OH OCH; H
OH OCH; H
OCHj; OH OCHj;
H OH OCH3
H OCH; H
H OH H
H OCH; H
H OCH; H
H OH H
OH H OCH3;
H OH H
0O-CH,-O H
0O-CH,-O H
H
OCH3 H
H OH H
H OH H
0O-CH,-O H
0O-CH,-O H
0O-CH,-O
H 0-CH,-O
H 0-CH,-O
H OH OCH3
H OH OCH3
H OCH; OCH3
H OH OCH3;
H OCH; OH
OCHj; OCH3 H
OCHj; OCH3 H
H OCH; OCH3
OH OCH; H
H OCH; OH
OH OCH; H
OH OCH; H
OH OH H

7-metiltectorigenina 4'-
O-B-D-galactosideo
odoratina
koparina
veluisoflavona A
veluisoflavona B
5,4'-dimetoxi-8-
metilisoflavona 7-O-a-L-
rha
genisteina-8-C-B-D-glc
olibergina B
8-C-geranil-7-O-
metilbiochanina A
prunetina 8-C-glc
pterosonina D
lupiwighteona
5,7-dihidroxi-3',4'-
metilenodioxi-8-
prenilisoflavona
5-didroxi-6,7-dimetoxi-
3' 4'-metilodioxi-
isoflavona
5,3'-dihidroxi-4'-metoxi-
2" 2"-dimetilpirano-
(5",6":8,7)-isoflavona

derrona
osajina
dalspinina
dalspinina-7-O-B-D-
apio-(1—6)-glc
dalpatiena
dalpatina
khrinona D
dalvelutinosideo
olibergina A
7-demetilrobustigenina
2',5'-dimetoxi-genisteina-
7-O-B-D-apio-(1""—6")-
O-B-D-gle
5,7,5'-trihidroxi-2',4'-
dimetoxi-isoflavona
dalspinosina
dalspinosina 7-O-f-D-
apio-(1—6)-p-D-glc
6-hidroxi-7,2',4',5'-
tetrametoxi-isoflavona
khrinona C
khrinona B
pterosonina C
2' 4'-dimetoxi-3',6,7-
trihidroxi-isoflavona
6-(O-acetil-B-D-
glc)orobol
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104

105

106

108
109
110

111

112

113

114
115

116

117

118

119

120

121
122
123

124

125

B-D-glc
B-D-glc

B-D-glc
B-D-glc

OCH3

OH
OH
6 n - 0_
acetil-B-
D-glc

prenila

prenila

prenila

prenila

B-D-glc
H
H

H

OCH3

OH

O-B-D-apio-
(1—6)-p-D-glc
OH

OH
OH
OH

OH
OH

OH
OH
OCH;3

OH

O-B-D-glc

OH

OH

OH

OH
OH
O-B-D-glc

O-B-D-apio-
(1"/_)6H)_0_B_
D-glc

O-B-D-apio-
(1—6)-p-D-glc

H

prenila

O-p-
D-glc
OCH;

OCH3

OCH3

H

OH
OH
OH

OH

OH

OH

OH

OH

OH

OH
OH
OH

OH

OH

OCHs

OCHs

OCHs

OCHs

OCHs
OCHs

H

H
OCHs
OCHs

OCHs

OCHs

OH

T

OH

OH

OH
OH

OH

OH

OCHs

OH

OH

H

H

OCH3

OCH3

OH

OH
OH
OH

OH
OH

OCH3

OCH3
OCH3

OH

OCH3

OH

OCH3

OCH3

OH
OCH3
OCH3

OCH3

OCH3

OCHs

OCHs

OH
OH
OCH;

T m T =

T

H

H
OCH;
OCH;

OCHs

OCHs

6,2'4',5'-tetrametoxi-7-
hidroxi-isoflavona
6,2'4' 5'-tetrametoxi-7-
O-B-D-apio-(1—6)-p-D-
glc isoflavona
6-(p-D-glc) orobol

dalparvona B
orobol-8-C-B-D-glc

dalpanitina
paniculatina

mono-C-glc 8-(B-D-
glc)orobol
7,3'-dihidroxi-8,2',4'-
trimetoxi-isoflavona
pterosonina A

pterosonina B

8-(6"-O-acetil-p-D-
gle)orobol

5,3'-dihidroxi-4'-metoxi-
7-0-p-glc-8-
prenilisoflavona
5,7,4'-trihidroxi-3'-
metoxi-8-
prenilisoflavona
5,7,3'-trihidroxi-4'-
metoxi-8-
prenilisoflavona
5,7-dihidroxi-4'-metoxi-
6,8-diprenilisoflavona
di-C-glicosidena-6,8-
bis(B-D-glc)orobol
caviunina
caviunina 7-O-B-D-
glicopiranosideo

dalsissoosideo
isocaviunina-7-O-B-D-

apio-(1—6)-p-D-
glicopiranosideo

gle=glicosideo;

apio=apiofuranosideo;

gen=gentiobiosideo

2.2 Isoflavanonas

rha=ramnopiranosideo;

gal=galactosideo;

xil=xilopiranosideo;

As isoflavanonas (126 a 155, 12,5%) foram a segunda maior subclasse de isoflavonoides

relatados em espécies da tribo Dalbergieae. Estes metabdlitos também podem ser divididos em

trés grupos que compreendem compostos com padrdes simples de substitui¢do em oxigénios

(Tabela 3), sendo 19 contendo hidroxi, metoxi e metilenodioxi, oito com substituinte prenila,

um derivado glicosilado e dois compostos mistos (prenilados e glicosilados). A estrutura das
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isoflavanonas ¢ caracterizada pela auséncia de ligacdo dupla em C-2 do anel C, presentes nas
isoflavonas (Tabela 3) (DEWICK, 2009; VEITCH, 2007, 2009 ¢ 2013).

Um total de 14 isoflavanonas (46,6%) da tribo Dalbergieae sdo biologicamente ativas.
Destas, 12 foram isoladas na espécie D. parviflora e as atividades mais frequentes sdo
estrogénica, antioxidante, citotoxica e antibacteriana.

A atividade antioxidante nos ensaios X/XO, ORAC e DPPH ¢ relatada para as
isoflavononas violanona (133), isolada de D. oliveri e D. parviflora, sativanona (129) e 3'-O-
metilviolanona (135), obtidas de D. parviflora e D. odorifera, 7,3'-dihidroxi-4'-metoxi-
isoflavanona (127), onogenina (131), dalparvina (134), dalparvina B (137), kenusanona G
(138), secundiflorol H (142) e dalparvina C (145), isoladas apenas de D. parviflora (JUDD et
al., 2007). Os compostos 129, 133, 137, 138 e 145 apresentaram também atividade estrogéncia,
assim como soforol (130), obtido de D. parviflora (UMEHARA et al., 2008 ¢ 2009).

As isoflavanonas 3,5-dihidroxi-2',7-dimetoxi-2",2"-dimetilpirano[5",6":3',4"]
isoflavanona (151) e 3,4',5-trihidroxi-2',7-dimetoxi-3'-prenilisoflavanona (153), obtidas de D.
melanoxylon, possuem elevada atividade antimicobacteriana frente a Mycobacterium
tuberculosis (MUTALI et al., 2013). O composto 153 apresentou 96% de inibicao em ensaio in
vitro e o estudo de docagem molecular demonstrou que ambos apresentam sitios ativos que
favorecem esta atividade (MUTALI et al., 2013). Vestitona (128), isolada de D. odorifera, foi
ativa frente a Ralstonia solanacearum, bactéria responsavel pela murcha bacteriana (ZHAO et
al., 2011). Este composto apresentou ainda atividades antifungica frente a Fusarium oxysporum
e larvicida contra Aedes aegypti. (DEESAMER et al., 2007; PLUEMPANUPAT et al., 2013).

Secundiflorol H (142), isolado de D. parviflora, e 3'-O-metilviolanona (135)
apresentaram citotoxicidade frente as linhagens de células de carcionoma epidemoide de
cavidade oral (KB), adenocarcinoide de mama (MCF-7) e cancer de pulmido de pequenas
células (NCI-H187) e foram inativos frente a células ndo cancerigenas (SONGSIANG;
HAHNVAJANAWONG; YENIJAIL, 2011). A atividade inibitéria da o-glicosidase das
isoflavononas 3'-O-metilviolanona (135) e sativanona (129) também ¢ relatada (ZHAO et al.,

2013).
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Tabela 3 - Estruturas das isoflavanonas de 126-155
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OH O
OH
140 dalhorridina 152 dalhorridinina
N° R; Rs Rs R3 Ry R3' Rs Rs' Nome
126 OH H OH H H H OH H dihidrogenisteina
127 OH H H H H OH OCHs H 7,3 -dllhldI'OXI—4 -metoxi-
isoflavanona
128 OH H H H OH H OCH3 H vestitona
129 OH H H H OCH; H OCH3 H sativanona
130 OH H H H OH H 0O-CH»-O soforol
131 OH H H H OCH; H 0O-CH2-O onogenina
132 OH H H OH OCHs H OCH; H 2 4-dimetoxi-3,7-
dihidroxi-isoflavanona
133 OH H H H OCH; OH OCH3 H violanona
134 OH H H H OCH; H OCHs3 OH dalparvina
135 OH H H H OCHs; OCHs OCH;s H 3'-O-metilviolanona
136 OH H H H OCH, H OCHs ocp, 24> trimetoxi-7-hidroxi-
isoflavanona
137 OH H H H OH OCHs OCH; H dalparvina B
138 OH H OH H H OH OCH3 H kenusanona G
139 OH H H H H OCHs OH OCH;s 74"-dihidroxi-3',5'-
dimetoxi-isoflavanona
141  OCH; H OH OH OH H ocH, n 2 7ihidroxi-4-metoxi-
isoflavanona
142 OH H OH H OCH; OH OCH; H secundiflorol H
143 OH H H OH OH OH OCHs3 H isodarparvinol B
144 OH H OH H OCH; H OH OH dalparvina A
145 OH H H OH OH OCHs OCH; H dalparvina C
146 OH H H H OH OH OCHs prenila 2 rihidroxi-4=metoxi-
5'-prenilisoindanona
147 OH . 4. T OH H OH H OH H 4"-hidroxidifisolona
hidroxiprenila
148 O-glc prenila OH H OH H OH H 7-O-glicosildifisolona
149  O-glc prenila OH H OH H O-glc H 7,4'-di-O-glicosildifisolona
150 OH C-glc OH H OH H OH H macrocarposideo
A 3,5-dihidroxi-2',7-
2",2" dimetoxi-2",2"-
151 OCHs3 H OH OH OCHs3s dimetilpirano H . WA
"o A dimetilpirano [5",6":3',4"]
[5",6":3'4'] .
isoflavanona
3,4' 5-trihidroxi-2',7-
153 OCH; H OH OH OCH; prenila OH H dimetoxi
-3'-prenilisoflavanona
5,7,2', 3'-tetrahidroxi-4'-
154 OH H OH H OH OH OCH; prenila metoxi-5'-
prenilisoflavanona
3,7,2',3'-tetrahidroxi-4'-
155 OH H H OH OH OH OCHs prenila metoxi-5'-
prenilisoflavanona

gle=glicosideo
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2.3 Pterocarpanos

Os pterocarpanos constituem uma das maiores subclasses de isoflavonoides de Fabaceae,
presentes em muitas espécies, além de serem reconhecidos como o segundo maior grupo de
isoflavonoides naturais (JIMENEZ et al., 2008). Os pterocarpanos podem ser descritos como
benzo-pirano-furano-benzenos que podem ser formados a partir de isoflavonas por
acoplamento intramolecular na posi¢ao 4-cetona do anel B (Tabela 4) (PISTELLI et al., 2003;
VEITCH, 2007, 2009 e 2013).

Os pterocarpanos sdo reconhecidos como fitoalexinas, compostos quimicos de biossintese
induzida, que se acumulam em plantas, sob condi¢des de estresse apods infeccdo por
microorganismos como bactérias e fungos (VEITCH, 2007, 2009 e 2013). Os pterocarpanos
sdo a terceira maior subclasse de compostos relatados na tribo Dalbergieae, representando
11,2% (156 a 182, Tabela 4). Esses metabolitos apresentam uma gama de atividades bioldgicas
(VEITCH, 2007, 2009 e 2013). Um total de 11 pterocarpanos (40,7%) da tribo Dalbergieae sao
biologicamente ativos. As atividades mais frequentes sdo citotdxica, antioxidante, anti-
inflamatoria e antimicrobiana.

O pterocarpano aracarpeno 2 (178), obtido de A. hypogaea, apresentou atividade
antibacteriana (SOBOLEV et al., 2010). 3,8-dihidroxi-9-metoxipterocarpano (168), obtido de
D. oliveri e de D. parviflora, apresentou atividade proliferativa de pelos e citotoxica frente as
linhagens de células de carcionoma epidemoide de cavidade oral (KB), adenocarcinoide de
mama (MCF-7) e cancer de pulmio de pequenas células (NCI-H187) (PARK et al., 2017;
SONGSIANG; HAHNVAJANAWONG; YENJAL 2011).

Maackiaina (177), homopterocarpina (157), medicarpina (156), vesticarpano (165) e
mucronucarpano (173) apresentaram atividades citotoxica frente a linhagens de células de
cancer de mama (MCF7, T47d e HS578T), antimicrobiana, antiparasitaria, anti-inflamatoria,
antioxidante e antimitotica (AMEN et al., 2015; FALCAO et al., 2005; MILITAO et al., 2014;
MILITAO et al., 2005; SEO et al., 2001).

Homopterocarpina (157) exibiu ainda citotoxicidade em células de melanoma, colon
humano, mama e leucemia, atividade antifingica contra Colletotrichum acutatum e
Colletotrichum gloeosporioides e antiulcerogénica (FALCAO et al., 2005; MARTINEZ;
GARCIA; DURANGO, 2017; OLALEYE et al., 2013; REYES-CHILPA et al., 1998).
Medicarpina (156) apresentou também atividades antifingica, repelente contra zodsporo,
larvicida contra Aedes aegypti e inibidora de agregacdo plaquetaria (GODA et al., 1985;
ISLAM, 2008; PLUEMPANUPAT et al., 2013).
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4-Hidroxi-3-metoxi-8,9-metilenodioxipterocarpano (179), obtido de D. parviflora, foi
ativo frente as linhagens de células de carcionoma epidemoide de cavidade oral (KB),
adenocarcinoide de mama (MCF-7) e cancer de pulmdo de pequenas células (NCI-H187)
(SONGSIANG; HAHNVAJANAWONG;  YENJAI, 2011). Enquanto  2,3,9-
trimetoxipterocarpano (170), homopterocarpina (157) e vesticarpano (165), isolados P.
floribundum, apresentaram atividade citotoxica contra cincer de mama (MILITAO et al., 2014;
FALCAO et al., 2005). Os pterocarpanos 165 e¢ 170 também apresentaram atividade
antimitotica (MILITAO et al., 2005). Metilnissolina (166), obtida de D. odorifera, apresentou
atividade inibitéria de agregacdo plaquetaria, enquanto aeschinocarpina (182) e 2-
metoximedicarpina (168), obtidos de A. fascicularis, apresentaram atividades citotoxica
moderada e antiproliferativa frente as linhagens de células de carcinoma de prostata (DU-145)

e adenocarcinoma de prostata (PC-3) (CAAMAL-FUENTES et al., 2013; GODA et al., 1985).

Tabela 4 - Estruturas dos pterocarpanos de 156-182.

A
o} O
o HO )
> ° OCHj
o 0 OH
169 variabilina 181 nitiducarpino 182 aeschinocarpina
R (R4=3,3-dimetilalil)
HO o HO o} HO o} OCH;
0]
A, L Con
6 5 5 R=§TN
OCH, OCH OCH,
171 daljanelina A 172 daljanelina B 164 daljanelina C O
N° R4 R3 R» R7 Rs Ry Rio Nome
156 H OH H H H OCHs H medicarpina
157 H OCHs3 H H H OCHs H homopterocarpina
158 H OH H H 0O-CH2-O H macckiaina
159 H OCHs3 H H 0O-CH2-O H pterocarpina
160 H OH H H OH OCH; H 3,8-dihidroxi-9-
metoxipterocarpano
161 H OH H H OCHs3 OH H kushenina
162 H OH H H OCH; OCH; H _ 3-hidroxi-8,9-
dimetoxipterocarpano
163 OH OH H H H OCH: H 3,4-dihidroxi-9-
metoxipterocarpano
165 H OH H H H OCHs OH vesticarpano
166 H OH H H H OCHs OCH;3 metilnissolina
167 H OCH;  H H H  OH OH 8,9-dihidroxi-3-
metoxipterocarpano
168 H OH OCHs3 H H OCHs H 2-metoximedicarpina
170 H OCHs  OCHs; H H OCHs H 2,3,9-trimetoxipterocarpano
173 H OCHs3 OH H H OCHs OH mucronucarpano
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aracarpeno 1
melilotocarpano D
melilotocarpano C

odoricarpana

aracarpeno 2

4-hidroxi-3-metoxi-8,9-
metilenodioxipterocarpano
nutiducol

2.4 Rotenoides

Os rotenoides da tribo Dalbergieae totalizaram 12 compostos. Estes metabdlitos (183 a

194, 5,0%) constituem uma das subclasses de isoflavonoides mais importantes devido as suas

propriedades inseticidas. Sdo considerados derivados de isoflavonas pela incorporacdo de um

atomo de carbono adicional, resultado da 2'-hidroxilagdo e subsequente metilagdo (2'-OMe) de

uma isoflavona para formacdo do anel B do esqueleto rotenoide (Figura 2). Os rotenoides

podem ser divididos em trés subgrupos: desidrorotenoides (183-185), rotenoides (186, 187,
189, 191-194) ¢ 12a-hidroxirotenoides (188 ¢ 190) (VEITCH, 2007, 2009 e 2013). Dentre os

rotenoides da tribo Dalbergieae, somente trés, amorfigenina (187), dalbinol (188) e

amorfigenina-f-D-glicose (189), obtidos das sementes de D. monetaria, sdo biologicamente

ativos apresentando atividade larvicida (ABE et al., 1985).

186 dalcochinina-8'-O-p-D-glicosideo (R{=B-D-glicosil, Ry=H)

187 amorphigenina (R1=H, Ry,=H)

188 dalbinol (R;=H, R,=OH)

184 desidroamorphigenina

185 desidrodeguelina

189 amorphigenina-p-D-glicose (R1=p-D-glicosil, Ro=H)
190 dalbinol-B-D-glicose (R4=p-D-glicosil, R,=OH)
193 dalpanol-O-glicosideo (R4=p-D-glicosil, Ro=H)

194 dalpanol (R4=H, Ry=H)

Figura 3 - Formulas estruturais dos rotenoides de 183-194
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191 dihidrodalbinol (R1=H)
192 dihidrodalbinol-B-D-glicose
(R1=p-D-glicosil)
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2.5 Isoflavanas

As isoflavanas da tribo Dalbergieae somaram 31 compostos (195-225, 13,0%). Estes
metabodlitos compdem uma das menores subclasses de isoflavonoides nas quais incluem além
de isoflavanas (195-220), isoflavanquinonas (221-223) e isoflavan-4-ois (224-225). As
isoflavanas sdo reconhecidas como fitoalexinas e apresentam estruturas que diferem das
isoflavononas pela auséncia da carbonila no carbono 4 do anel C (Figura 3). As
isoflavanquinonas diferem das isoflavanas pela presenca de carbonilas nas posi¢des 3' e 6' do
anel B. Os isoflavan-4-ols se diferenciam das isoflavanonas pela presenga de hidroxila no
carbono 4 do anel C ao invés de carbonila (Tabela 5). Um total de 26 isoflavanas (10,8%) foram
relatadas na tribo Dalbergieae (Tabela 5), nas quais incluem um numero significativo de
estruturas com padrdes simples de substituicdo no oxigénio (hidroxi, metoxi e metilenodioxi)
(DEWICK, 2009; VEITCH, 2007, 2009 e 2013).

Um total de 14 isoflavanas (53,8%) da tribo Dalbergieae sao biologicamente ativas. As
atividades mais frequentes sdo antioxidante, antibacteriana, antifingica, citotoxica e
antimicrobiana.

As isoflavanas vestitol (195), obtida de D. parviflora, D. odorifera, D. tonkinensis e
Machaerium ssp; sativano (198), 8-demetilduartina (205) e 3'-hidroxi-8-metoxivestitol (207),
isoladas de D. parviflora, bem como duartina (208), obtida de D. parviflora e Machaerium ssp,
apresentaram atividade antioxidante nos ensaios X/XO, ORAC e DPPH (PROMDEN et al.,
2014; SON et al., 2019). Vestitol (195) também apresentou atividades antibacteriana contra
Ralstonia solanacearum, inibidora de agregac¢ao plaquetaria e anti-hipercolesterémica (GODA
et al., 1985; YAHARA et al., 1985; ZHAO et al., 2011). Kotstrigoisoflavanol (224), obtido de
K. strigosa, apresentou potencial antioxidante (AWOUAFACK et al., 2016).

Mucronulatol (200), obtido de D. oliveri, D. odorifera e D. parviflora, exibiu atividades
antifingica contra Fusarium oxysporum, citotdxica, antimalarica, antibacteriana, bem como
anti-hipercolesterémica e inibidora da a-glicosidase (CHOI et al., 2010; DEESAMER et al.,
2007; SONGSIANG et al., 2009; YAHARA et al., 1985). 5'-Metoxivestitol (221), isolado de
D. odorifera e D. oliveri e claussequinona (222), obtida de D. odorifera e D. candenatensis,
apresentaram atividades anti-hipercolesterémica, inibidora da a-glicosidase e proliferativa de
pelos (CHOI et al., 2010; PARK et al., 2017; YAHARA et al., 1985). O composto 222
apresentou ainda atividades antibacteriana e repelente contra zodsporos (HAMBURGER;
CORDELL, 1987; ISLAM, 2008). 3'-Hidroxi-8-metoxivestitol (207), dalvelutinano B (214) ¢
nitidulina (216), obtidos de D. velutina, foram avaliados quanto a citotoxicidade frente as

linhagens celulares de carcinoma cervical humano (HeLa), carcinoma hepatocelular (HepG-2),
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adenocarcinoma de colon (HT-29), carcinoma epidermoide de cavidade oral (KB),
adenocarcinoide de mama (MCF-7), sendo que os compostos 207 ¢ 214 foram moderadamente
ativos contra trés linhagens, enquanto o 216 demonstrou citotoxicidade significativa frente as
cinco linhagens (KAENNAKAM; SIRIPONG; TIP-PYANG, 2017).

Duartina (208) apresentou atividade citotoxica frente as linhagens de células carcinoma
epidermoides de cavidade oral (KB) e cancer de pulmao de pequenas células (NCI-H187)
(SONGSIANG et al., 2009). 4'-O-Metilpreglabridina (210) e 4'-O-metilglabridina (211),
obtidos de D. robinioides, apresentaram atividade antimicrobiana contra Staphylococcus
aureas, Mycobacterium smegmatis ¢ Candida albicans (VILA et al., 1998), enquanto o
secundiflorol G (217), obtido de 4. fascicularis, apresentou atividade anticancer significativa
frente as linhagens de células de carcinoma de laringe (Hep-2), carcinoma epidermoide de
cavidade oral (KB) e carcinoma cervical humano (HeLa) (CAAMAL-FUENTES et al., 2015;
CASTILLO-BAUTISTA et al., 2019).

Tabela 5 - Estruturas das isoflavanas de 195 - 219

OH

OCH; OH
211 4'-O-metilglabridina 213 dalvelutinanes A OCHs

OH
214 dalvelutinanes B 215 nitidulano O\/O 216 nitidulino OCH,

N° Rs R~ Rs Ry Ry Ry Rs Nome

195 H OH H OH H OCH3 H vestitol

196 H OH H OCH; H OH H neovestitol

197 H OCH3 H OH H OCH3 H 7-O-metilvestitol

198 H OH H OCH; H OCH3 H sativano

199 geranila OH H H H OCH3; H candenatenina F

200 H OH H OH OCHs; OCH; H mucronulatol

201 H OH H OH H OCH3 OCH3 5'-metoxivestitol

202 H OH H OH OH OCH3 H 7,2',3'-trihidroxi-4'-metoxi-isoflavana

203 OH OH H OCHs H OCH:  OCHs 7,8-dihidroxi-2',4',5'-trimetoxi-
isoflavana

204 OH OH H OH OCH: OCH: H 7, 8,2'—trihif1r0xi-3 ' 4'-dimetoxi-
isoflavana

205 OH OH H OCH; OH OCH3 H 8-demetilduartina

206 OH OH H OH OH OCH3 H 3',8-dihidroxivestitol

207 OCH; OH H OH OH OCH3 H 3'-hidroxi-8-metoxivestitol

208 OCH;3 OH H OCH; OH OCH3 H duartina

209 OCH; OH H OH OCH; OCH; H isoduartina
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210  prenila OH H OH H OCHs H 4'-O-metilpreglabridina
’12 H OH OH OCH:s OH OCHs H 6,7,3 —trlhlfir0x1—2 ,4'-dimetoxi-
isoflavana
217 H OH H OH OH ocH, Zmetilbut- secundiflorol G
3-en-2-ila
218 OCH;3 OCHs OH OH OCHs OCHs; H machaerol B
219 OH OCH; OH OH OCHs OCH; H machaerol C

HO o
OH i
HO o
g U
o) OCHjs ‘ ©
220 pteroyanina J 0 R,

224 kotstrigoisoflavanol

221 mucroquinona (R1=R,=0CH3) (R1,R,=0CH,0, R3=0H, R4=0OCHs)
222 claussequinona (R4=H, R,=OCH3) 225 bolusantol D

223 7,4'-dihidroxi-isoflavanquinona (R1=R3=0OH, Ry=H, R4=0OCHj3)
(R1=H, R,=0H)

Figura 4 - Formulas estruturais de isoflavana (220), isoflavanquinonas (221-223) e isoflavan-
4-ols (224-225)
2.6 Outros isoflavonoides

Um total de 15 compostos (226-240, 6,2%, Figura 4) ndo foram incluidos nas subclasses
de isoflavonoides anteriormente discutidas e sdo classificados como isoflav-3-enos (226 ¢ 227),
pterocarpenos (228-232), cumestonas (233-235), arilbenzofurano-3-carbaldeido (236-238),
cumaronocromona (239) e isoflavonoide benzofurano (240). Os isoflav-3-enos sdo similares as
isoflavanas, acrescido de uma ligagao dupla em C-3 do anel C (VEITCH, 2007, 2009 e 2013).

Os isoflav-3-enos tem um efeito promissor na inibicdo do NADH oxidase (tNOX) em
células cancerigenas, o que por sua vez, leva a apoptose. Compostos desta subclasse tém sido
investigados contra canceres de ovario, prostata e cervical (DEWICK, 2009). Entretanto, ndo
ha relato de atividade bioldgica para os isoflav-3-enos (226 e 227) da tribo Dalbergieae.

Os pterocarpenos apresentam estrutura derivada dos pterocarpanos com a presenga de
uma ligacdo dupla entre os carbonos 6a e 11a. Cumestonas sdo consideradas derivadas de
isoflavonas (DEWICK, 2009), porém alternativamente, também podem ser originadas de 2-
hidroxi-3-arilcumarinas (VEITCH, 2007, 2009 ¢ 2013). As cumaronocromonas constituem uma
pequena subclasse de isoflavonoides e sua biossintese, ndo ¢ clara, embora seja sugerido que
hidroxi-isoflavonas, que as vezes co-ocorrem com as cumaronocromonas, podem ser os seus
precursores (DEWICK, 2009; VEITCH, 2007, 2009 e 2013). Nao ha um consenso sobre a
origem biossintética de arilbenzofurano-3-carbaldeido. Macias et al. (1999) sugere que sejam

derivados de cumestanos pela abertura de um anel, entretanto, uma andlise dos padrdes de
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substituicdo indica que o anel A de 2-arilbenzofuranos ¢ derivado do chiquimato, em vez do
acetato, sugerindo uma via biossintética alternativa (VEITCH, 2007, 2009 e 2013).

Nao foram encontrados relatos de atividades bioldgicas para os pterocarpenos (228-232),
cumestonas (233-235) e cumaronocromona (239) da tribo Dalbergieae. Os trés arilbenzofurano-
3-carbaldeido (236-238), obtidos das folhas de A. imermis, apresentaram atividade
antiplasmodica contra Plasmodium falciparum (KRAFT et al.,, 2001). O isoflavonoide

benzofurano (240), isolado da casca do caule de P. erinaceus, apresentou atividade antioxidante

(TOUKAM et al., 2018).

226 7,2'-dihidroxi-8,4'-dimetoxi-isoflavena

(Ry=OCHs, R,=OH, R3=R,=H) 236 andinermal A (R4=H, R,=R3=Rz=0CHs;, R4=0OH)

227 odoriflavena (R1=R,=H, R;=OCHj,, R,=OH) 237 andinermal B (R4,R,= OCH,0, R3=R;=0CHj3, R4=0OH)
238 andinermal C (R4=H, R,=R3;=0CH3, R4=R5=0H)

H,CO 0. 0o
@ c |Ip
(2 )-on

OH O

OCH,

228 bryacarpeno 1 (Ry=Ry=OH, R, = OCH) 239 dalbergicromona
229 bryacarpeno 2 (R{=H, R,=0OCHs;, R3=0H)

230 bryacarpeno 3 (R1=H, R,=R3=0CHj3)

231 bryacarpeno 4 (R{=0H, R,=H, R3=0OCH3)
232 bryacarpeno 5 (R{=R,=H, R3=OCHj,)

240 3-(7,8-dimetoxi[b,d]furan-2-il)-5-hidroxi-7-metoxi-6-
((1R,2R)-1,2,3-trihidroxipropil)-4H-cromen-4-ona

233 dalbergestano (R=OCH3, R,=R3;=0H)
234 12-O-metilcomestrol (R4=R,=H, R3=0OCH,)
235 medicagol (R1=H, Ry,R3=OCH,0)

Figura 5 - Formulas estruturais de outros isoflavonoides (226-240)
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2.7 Consideracdes sobre as atividades biologicas da tribo Dalbergieae

Os resultados da revisdo das atividades biologicas dos isoflavonoides da tribo
Dalbergieae mostraram um total de 81 compostos ativos, em 46 espécies pertencentes a 12
géneros. Os géneros mais estudados, do ponto de vista bioldgico, sdo Dalbergia, Machaerium,
Andira e Pterocarpus com 21, 6, 6 e 4 espécies, respectivamente. Ribeiro et al. (2007) afirmam
que investigacdes filogenéticas baseadas em dados moleculares mostraram uma relag@o intima
entre os géneros Dalbergia € Machaerium os quais pertencem ao mesmo clado (Dalbergia), o
que pode explicar suas similaridades em composicdo quimica e atividades bioldgicas.
Entretanto, estes estudos apontaram ainda, uma proximidade entre os géneros Machaerium e
Aeschynomene se¢do Ochopodium (LAVIN et al, 2001; RIBEIRO et al., 2007;
WOIJCIECHOWSKI; LAVIN; SANDERSON, 2004), no entanto, os resultados nao sao
conclusivos e ndo ha indicativo de similaridade a partir dos dados quimiossistematicos. Os
isoflavonoides de duas espécies do género Dalbergia (D. parviflora e D. odorifera)
apresentaram uma grande variedade de atividades bioldgicas, com destaque para atividade
estrogénica, sobretudo atribuida as isoflavonas, relatadas em D. parviflora.

A maioria dos resultados de atividades bioldgicas foi obtida a partir de ensaios com
compostos isolados. Dentre as 46 espécies com atividades bioldgicas apenas A. sensitiva, A.
fluminensis, D. odorifera e V. guianensis apresentaram resultados exclusivamente com extrato
bruto ou fragdes (ARRUDA et al., 2018; IGNOATO et al., 2012; SOUZA et al., 2017, SOUZA
et al., 2015; SOUZA et al., 2013; YAHARA et al., 1985). As atividades predominantes nos
isoflavonoides foram antimicrobiana (13 espécies), estrogénica (11 espécies), citotoxica (11
espécies) e antioxidante (9 espécies). As isoflavonas (1-125, 52,1%) compdem a subclasse de
isoflavonoides com maior nimero e variedade de atividades biologicas, seguidas pelas
isoflavanonas (126-155, 12,5%), pterocarpanos (156-182, 11,2%) e isoflavanas (195-220,
10,8%). As atividades biologicas mais frequentes entre as isoflavonas foram citotdxica,
estrogénica, antioxidante, osteogénica e anti-helmintica. Estes resultados demonstram o
potencial bioldgico da tribo Dalbergieae, bem como sugerem a necessidade de mais estudos
visando a descoberta de principios ativos, uma vez que apenas 33,75% dos compostos relatados

apresentaram alguma atividade bioldgica.
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3 CONSIDERACOES FINAIS

A revisdo bibliografica dos isoflavonoides da tribo Dalbergicae (Fabaceae-
Papilionoideae), no periodo de 1945 a 2019, mostrou a ocorréncia de 240 compostos
distribuidos em 69 espécies pertencentes a 15 gé€neros. Os isoflavonoides glicosilados
totalizaram 48 compostos que corresponde a 20%. Formononetina (2), biochanina A (17) e
medicarpina (156) sdo os isoflavonoides que ocorrem com maior frequéncia na tribo. Os
géneros que apresentaram maior nimero de espécies com ocorréncia de isoflavonoides foram
Dalbergia, Machaerium, Andira e Pterocarpus, com 31, 9, 6 e 5, respectivamente.

A tribo Dalbergieae demonstrou possuir um importante potencial biolégico com 46
espécies e 81 isoflavonoides bioativos, no entanto, representa apenas 33,75% dos compostos
isolados e identificados, sugerindo a necessidade de mais estudos para verificar o potencial

bioldgico dos demais compostos e espécies.
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PERFIL METABOLOMICO E ATIVIDADES BIOLOGICAS DOS EXTRATOS
ETANOLICO DAS FOLHAS E GALHOS DE Machaerium acutifolium

RESUMO

As folhas e galhos de Machaerium acutifolium Vogel (Fabaceae-Papilionoideae) foram
submetidos a maceracdo com etanol, fornecendo os extratos etandlico das folhas (EEFMa) e
galhos (EEGMa). A andlise preliminar dos extratos por CCD e HPLC-DAD sugeriram a
presencga de compostos de natureza isoprénica, bem como flavonoides livres e glicosilados. O
EEGMa (CEso 56,76+1,54) apresentou acao sequestradora de radicais livres superior ao EEFMa
(CEso nao detectada) e ao controle positivo BHT (CEso 69,34+5,53) e acido galico (CEso
13,37+1,37), e similar a rutina (CEso 47,06+4,65), no ensaio com o DPPH. No ensaio com
ABTS, o EEGMa (4,37+0,21) foi mais ativo que o EEFMa (1,18+0,16) e os controles positivos,
BHT (2,49+0,12) e rutina (1,34+0,4). Os teores de fenois totais para EEGMa (359,96+11,91) e
EEFMa (138,42+6,82) apresentaram correlacdo positiva com a atividade antioxidante, nos
ensaios com DPPH ¢ ABTS. O EEFMa (386,33+0,78) mostrou elevado teor de flavonoides
totais quando comparado com EEGMa (66,25+2,94). O fator de prote¢do solar do EEFMa
(8,2+0,3) foi maior que o do EEGMa (4,5+0,2) e controle positivo benzofenona (2,2+0,1). O
EEGMa apresentou baixa atividade inibidora da acetilcolinesterase, enquanto EEFMa nao
evidenciou atividade. O EEFMa e EEGMa nao apresentaram toxicidade contra as larvas de
Aedes aegypti. Os resultados obtidos contribuem para o conhecimento do perfil metaboldmico
e biologico das folhas e galhos da espécie M. acutifolium.

Palavra-chave: Fabaceae, Fator de Protecao Solar, DPPH, flavonoides totais

ABSTRACT

The leaves and branches of Machaerium acutifolium Vogel (Fabaceae-Papilionoideae) were
subjected to ethanol maceration, providing the ethanolic extracts of leaves (EEFMa) and
branches (EEGMa). Preliminary analysis of the extracts by CCD and HPLC-DAD suggested
the presence of isoprene compounds, as well as free and glycosylated flavonoids. The EEGMa
(ECso 56.76+1.54) presented free radical scavenging action superior to the EEFMa (ECso not
detected) and the positive control BHT (ECso 69.34+5.53) and gallic acid (ECso 13.37+ 1.37),
and similar to rutin (ECso 47.06+4.65), in the DPPH assay. In the ABTS assay, EEGMa
(4.37+£0.21) was more active than EEFMa (1.18+0.16) and positive controls, BHT (2.49+0.12)
and rutin (1.34+0.4). The levels of total phenols for EEGMa (359.96+£11.91) and EEFMa
(138.42+6.82) showed a positive correlation with the antioxidant activity, in the assays with
DPPH and ABTS. EEFMa (386.33+0.78) showed a high content of total flavonoids when
compared to EEGMa (66.25+2.94). The sun protection factor of EEFMa (8.2+0.3) was higher
than that of EEGMa (4.540.2) and positive control benzophenone (2.2+0.1). EEGMa showed
low acetylcholinesterase inhibitory activity, while EEFMa showed no activity. EEFMa and
EEGMa did not show toxicity against Aedes aegypti larvae. The results obtained contribute to
the knowledge of the metabolomic and biological profile of the leaves and branches of the M.
acutifolium specie.

Keywords: Fabaceae, Sun Protection Factor, DPPH, total flavonoids
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1 INTRODUCAO

O género Machaerium pertence a familia Fabaceae, subfamilia Papilionoideae e tribo
Dalbergiecae (FERREIRA etal., 2019; LAVIN et al., 2001). O género Machaerium é constituido
por 262 espécies (AMEN et al., 2015), entretanto, somente dezesseis apresentam estudo
quimico (M. acutifolium, M. aristulatum, M. eriocarpum, M. floribundum, M. hirtum, M.
incorruptibile, M. kuhlmannii, M. mucronulatum, M. multiflorum, M. nictitans, M. opacum, M.
pedicellatum, M. scleroxylon, M. secundiflorum, M. vestitum e M. villosum). Para estas espécies
sdo relatadas algumas atividades bioldgicas, tais como estrogénica, anti-inflamatoria,
antioxidante, antimicrobiana, citotoxica, mutagénica e alelopatica (AMEN et al., 2015; BENTO
etal., 2018; CARVALHO et al., 2020; RIBEIRO et al., 2016).

A espécie Machaerium acutifolium Vogel ocorre da Amazonia até Sao Paulo, Mato
Grosso do Sul, Bahia, Piaui e Maranhao, principalmente na area de cerrado (LORENZI, 1998;
POLIDO; SARTORI, 2007). E conhecida popularmente por jacaranda do campo, jacaranda
caroba e jacaranda bico de pato (BARBOSA; PINTO, 2003; ROSA et al., 2014). Existem dois
estudos com o tronco desta espécie, o primeiro, resultou no isolamento e identificacdo dos
polifendis éter monometil de pinsilvina, (+)-medicarpina e petroestireno (OLLIS et al., 1978).
O segundo, revelou a presenca de um derivado de 3-arilcumarina, trans-estilbeno, indeno e dois
flavonoides: (3R)-2H-benzopiran-7-ol, 3,4-dihidro-3-(2'-hidroxi- 3', 4'-dimetoxifenil) e (3R)-
2H-benzopiran-7-ol, 3,4-di-hidro-3- (2'-hidroxi-3', 4'-dimetoxifenil)-8-metoxi, (MELO et al.,
2021). O extrato acetato de etila do tronco e o indeno apresentaram atividade larvicida frente
ao Aedes aegypti (MELO et al., 2021).

Considerando o potencial quimico e biologico de plantas do género Machaerium,
sobretudo da espécie M. acutifolium, este estudo tem como objetivo obter o perfil quimico e

bioldgico dos extratos etandlico das folhas e galhos de M. acutifolium.
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2 PARTE EXPERIMENTAL

2.1 Materiais e equipamentos

A obtencao dos extratos, particdo, cromatografia em coluna (CC) e em camada delgada
(CCD) foram feitas com solventes de padrao analitico (PA) adquiridos da Synth. Nas analises
de cromatografia liquida de alta eficiéncia foram utilizados solventes grau HPLC da J. T.
Backer e 4agua ultrapura (18 Q) obtida em sistema Milli-Q Plus e em ultrapurificador Master
All da Gehaka.

O material vegetal foi moido em moinho de facas da Marconi e os extratos, fragdes e
subfracdes concentradas em evaporador rotativo sob pressdo reduzida Laborota 4000 Heidolph
e a agua residual removida em liofilizador Modulyod Freeze Dryer da Thermo Electron
Corporation. A dissolucdo dos extratos e fracdes foi realizada com auxilio de banho de
ultrassom modelo Q3.0/40 da Ultranique e conservados em refrigerador modelo Zyrium
Frostfree 430 da Brastemp. As massas obtidas em balancas modelos KN 4000 da Digimed e
AUY220 da Shimadzu.

O fracionamento cromatografico em coluna foi feito usando gel de silica (0,060-0,200
mm) da Acros Organics e Sephadex LH-20 da Sigma. As placas para cromatografia em camada
delgada foram preparadas por aplicacdo manual da suspensdo de gel de silica 60 G (Fluka) em
agua destilada (1:2) sobre laminas de vidro (9,5 x 5,9 cm) e a ativagdo foi realizada a 110 °C
por 1h em estufa EL-1.3 da Odontobras.

As substancias foram reveladas nas cromatoplacas por nebulizacdo com solucdo de
sulfato cérico, preparada por dissolugdo de 2,1 g de sulfato cérico (Ce(SOs4)2.5H>0) da Vetec
em 15 mL de acido sulfurico concentrado (H2SO4) da Chemco e posteriormente diluido com
800 mL de agua destilada, seguida de aquecimento em placa aquecedora S09T da Fisaton.

As medidas de absor¢do molecular foram feitas utilizando espectrofotometro UV-Vis
PerkinElmer (Lambda 25) e cubetas de quartz com 1,0 cm de caminho 6tico.

As andlises por HPLC foram realizadas em cromatdgrafo Shimadzu® equipado com
bomba LC-20AT, injetor automatico SIL-20AHT, detector de arranjo de fotodiodo SPD-
M20A, forno para coluna CTO-20A, pré-coluna C18 Shim-pack 6-SIL, coluna C-18Shim-pack
VP-ODS (250 x 4,6 mm, particula de 5,0 um).

2.2 Material Vegetal
As folhas e galhos de M. acutifolium foram coletados em marco de 2017, no municipio

de Jatoba do Piaui, nas coordenadas S 04° 51 006" ¢ W 42° 05 057", a 90 m de altitude. A
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espécie foi identificada pela bidloga Dra. Ruth Raquel Soares de Farias e a exsicata foi
depositada no Herbario Graziela Barroso da Universidade Federal do Piaui-UFPI, na cidade de

Teresina com o niimero de registro TEPB 31568 e cadastro de acesso SisGen n® AAB530D.

S PR RS sl oo Y
Figura 1 - Folhas, galhos e tronco da espécie M. acutifolium

Fotos: Farias, R. R. S

2.3 Preparacio e analise dos extratos
O material vegetal (folhas e galhos) foi seco a temperatura ambiente ¢ moido em moinho
de facas, obtendo-se 1,4 kg do p6 das folhas e 2,0 kg dos galhos. Estes foram submetidos
separadamente & maceracdo exaustiva (6 vezes por 72 horas) com etanol (95%). As solugdes
dos extratos foram concentradas em evaporador rotativo a pressdo reduzida e a dgua residual
removida por liofilizacdo, fornecendo os extratos etanolico das folhas (EEFMa, 74,4 g, 5,3%)
e galhos (EEGMa, 41,7 g, 2,1%).
Os extratos das folhas e galhos foram dissolvidos em metanol (10 mg mL™!) e analisados
em cromatografia em camada delgada. Aliquotas de 30 pL das solucdes foram aplicadas em

placas cromatograficas e as substancias eluidas em trés sistemas de solventes: hexano/AcOEt
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(8:2), CHCl3/MeOH (9:1), CHCl3/MeOH/H>0 (65:30:5). A revelagdo das cromatoplacas foi
feita por pulverizagdo com solucao de sulfato cérico.

Os extratos também foram submetidos a um pré-tratamento (clean up) em cartucho de
extracdo em fase solida (SPE) Strata™ C18-E (1000 mg/6 mL, 55 pm, 70A) da Phenomenex,
filtrados em membrana filtrante da Phenomenex (30 mm e poro 0,45 um) e analisados em
HPLC-DAD equipado com coluna C-18 (Shim-pack VP-ODS, 250 x 4,6 mm, 5,0 um), como
fase movel H,O-AcOH (0,2% v/v) (Solvente A) e MeOH (Solvente B) na seguinte
programacao: gradiente, 0-40 min (5-100% MeOH), 40-50 min (100% MeOH), vazao 1,0 mL
min!. Para analise por espectrofotometria na regido do UV-Vis foram preparadas solugdo
estoque em metanol de cada extrato na concentragdo de 100 ug mL!. Os espectros das amostras
foram obtidos por varredura na faixa de comprimento de onda de 200 a 800 nm, usando cubetas

de quartzo de 1,0 cm de caminho o6tico.

2.4 Fracionamento preliminar dos extratos

Uma aliquota de 64 g do extrato etandlico das folhas (EEFMa) foi suspensa em 1,2 L
de MeOH/H>O (1:2, v/v) e submetida a parti¢do, resultando nas fracdes hexanica (FHFMa, 33,5
g, 52,3%), acetato de etila (FAEFMa, 5 g, 7,8%) e aquosa (FAFMa, 25,5 g, 39,8%).

O extrato etandlico dos galhos (EEGMa, 31,0 g) foi submetido a cromatografia em
coluna filtrante de gel de silica (33 x 5,5 cm; 148 g), utilizando diferentes eluentes, em ordem
crescente de polaridade, fornecendo as fragdes hexadnica (FHGMa, 0,5 g), cloroférmica
(FCGMa, 3,7 g), acetato de etila (FAEGMa, 3,8 g), metanolica (FMGMa, 22,0 g) e metanol-
agua (FMAGMa, 1,0 g).

2.5 Atividades bioldgicas dos extratos etanolico das folhas e galhos de M. acutifolium
2.5.1 Ensaio com DPPH

A avaliagdo da atividade antioxidante (AA) do extrato etanolico e fragdes acetato de etila
e aquosa das folhas, extrato etandlico, fracdes cloroférmica, acetato de etila, metandlica e
metanol-agua dos galhos foi feita pelo método espectrofotométrico baseado no sequestro do
radical livre DPPH (SOUSA et al., 2007). Uma solu¢do estoque de DPPH, com concentragao
de 40 pg mL! foi preparada e mantida sob refrigeragio e protegida da luz. Para o controle
positivo foi utilizado o 4cido galico, o flavonoide rutina e o composto sintético
butilhidroxitolueno (BHT). As solugdes das amostras foram preparadas dissolvendo 12,5 mg
de cada extrato ou fragdo em metanol, obtendo solugdes estoques a 250 pg mL! que foram

diluidas nas concentragdes de 200, 150, 100, 50 € 25 ug mL™".
Carvalho, A. A. Capitulo 2



57

As medidas das absorbancias das misturas reacionais (0,3 mL da solu¢do da amostra e
2,7 mL da solugdo estoque de DPPH, na concentragdo de 40 pg mL™"), foram feitas a 516 nm,
em triplicata, no 1°, 5° ¢ 10° minuto de andlise, a cada 10 min até completar 30 min. A mistura
de metanol (2,7 mL) e solugdo metandlica do extrato (0,3 mL) foi utilizada como branco.

A equacdo da curva analitica empregada para determinar a concentragdo do DPPH foi 4
= 33,227c + 1,0607, com coeficiente de correlagdo linear R = 0,9997, onde “c” equivale a
concentragdo do DPPH no meio reacional e “4” ¢ a absorbancia obtida no comprimento de
onda (Amix) de 516 nm. A partir da equacdo da curva analitica do DPPH e dos valores de
absorbancia no tempo de 30 min para cada concentrag¢do testada, foram determinados os
percentuais de DPPH remanescentes (%DPPHrem) e a porcentagem de AA.

O percentual de atividade antioxidante (%AA) dos extratos foi determinado a partir dos
valores de absorbancia das amostras medidos nas concentragdes de 25, 50, 100, 150, 200 e 250
ug mL! no tempo de 30 minutos, utilizando a Equagdo 1. onde: Abspppu é a absorbancia inicial
da solu¢do de DPPH, AbsSumostra € @ absorbancia da mistura reacional € Abspranco € @ absorbancia

do branco.

%AA = [AbspppH—(AbSamostra—AbSpranco)l X100 Equagio 1

Abspppy

Para a determinagdo do percentual de DPPH remanescente ou residual (% DPPHrem)
empregou-se a Equagdo 2.

DPPH—30

%DPPHrem = PP x100 Equacio 2
t=0

A concentragdo eficiente do extrato capaz de reduzir a concentracdo do radical livre
DPPH em 50% (CEso), em ug mL™! também foi determinada a partir da curva exponencial de

primeira ordem do %DPPHrem versus as concentracdes da amostra (SOUSA et al, 2007).

2.5.2 Ensaio com ABTS

O cation radical ABTS<+, de coloragdo azul esverdeado, foi obtido através da reagdo que
se estende de 12-16 horas, na auséncia de luz e em temperatura ambiente, entre a solu¢do aquosa
de persulfato de potassio (2,45 mmol L) e a solugdo aquosa do acido 2,2'-azino-bis(3-
etilbenzotiazolin)-6-sulfonico (ABTS) com concentragdo de 7 mmol L-!. Apos transcorrido o
tempo, a solu¢do de ABTSe+ (estavel por dois dias) foi diluida com agua destilada até atingir a
absorbancia 0,70 + 0,05 em 734 nm (CARVALHO et al., 2018; RUFINO et al., 2007).

Transferiu-se uma aliquota de 30 pL da amostra para um tubo de ensaio contendo 3 mL da
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solu¢do de ABTSe+, no sexto minuto de agitagdo da mistura reacional em vortex, fez-se a leitura
da absorbancia que deve estar no intervalo de 20 a 80% da absorbancia inicial do cation radical
ABTSe+ (0,7 = 0,05), portanto entre 0,14 e 0,56 respectivamente, tendo 0,7 de absorbancia
como 100% (CARVALHO et al., 2018). O procedimento descrito foi repetido usando 30 puL
dos controles positivos: flavonoide rutina € o composto sintético butilhidroxitolueno (BHT).
Foram testadas pelo menos quatro diferentes concentragdes, em triplicata, da mesma amostra
para obter, por meio de regressao linear, uma equagdo da amostra (EA) de ordem 1 (y = -ax +
b), que descreve o decaimento da absorbancia do cation radical em solugdo para cada amostra
analisada, onde “y” ¢ a absorbancia, “a” o coeficiente angular da reta, “x” a concentracdo em
mg L' da amostra analisada e “b” o valor em que a reta cruza o eixo das ordenadas.

Os resultados da atividade antioxidante das amostras sdo revelados por meio da
equivaléncia em mmol de trolox por grama de amostra analisada (AAET g!). Utilizando o
mesmo procedimento aplicado para as amostras foi obtida uma equacdo construida para o
padrdo trolox (0,1; 0,5; 1,0; 1,5 € 2,0 mmol L), ao reagir com o ABTS++ e monitorado o
decaimento da absorbancia a 734 nm, em 6 minuto de reagcdo. A equagdo do trolox (ET) foi 4
= 0,6816 — 0,2849C com coeficiente de correlagdo (R = 0,9991), onde “4” € a absorbancia e
“C” a concentragdo do trolox em mmol L. A equagdo geral que descreve a atividade
antioxidante pelo método do ABTS ¢ AA4.4s7s = 103 a/(b— 0,3967) e foi obtida por interpolagao
das equacgdes EA e ET, onde “AA44s7s” ¢ a atividade antioxidante equivalente em mmol de trolox
por grama de amostra; 0,3967 ¢ a absorbancia remanescente (4) do ABTS obtida da equacao
do trolox quando a concentragdo deste padrdo ¢ 1 mmol L!; “a” é o valor absoluto do

coeficiente angular e “b” ¢ valor em que a reta cruza o eixo das ordenadas, ambos obtidos na

equagdo da amostra em analise.

2.5.3 Determinacio de Fendis Totais

O teor de fenois totais (FT) dos extratos e das fragdes foi determinado por espectrometria
na regido do visivel utilizando o método de Folin-Ciocalteu como descrito por Sousa et al.
(2007), sendo as analises realizadas em triplicata. Solu¢des aquosa de carbonato de s6dio 15%
e metanolica dos extratos e fragdes das folhas, na concentragdo de 1,0 mg L', foram preparadas
e reservadas. A uma aliquota de 100 pL da solugdo das amostras foi adicionado 500 pL do
reagente Folin-Ciocalteu, seguido de 5,0 mL de 4dgua destilada e agitou-se por um minuto. Em
seguida adicionou-se a mistura reacional, 2,0 mL da solu¢do de carbonato de sodio 15%
agitando-se por 30 segundos, completou-se o volume de 10 mL com agua destilada, deixou-se

reagir por duas horas, e fez-se a leitura da absorbancia, no comprimento de onda de 750 nm.
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Para o branco realizou-se o mesmo procedimento substituindo-se a solug¢ao do extrato ou fragao
por 100 puLL de metanol.

A determinagdo dos teores de FT foi feita por interpolagdo da absorbancia das amostras
contra uma curva analitica construida com padrdo de 4cido galico (10 a 350 ug mL!) e expressa
por A = 0,1185¢—0,0453, com coeficiente de correlagdo linear igual a 0,999, onde “c” ¢ a
concentragdo do acido galico e “A4” ¢ absorbancia. O teor de FT foi expresso em miligramas de

equivalente de acido galico por grama de extrato (mg EAG g!).

2.5.4 Determinacio de Flavonoides Totais

O teor de flavonoides totais (FLAT) dos extratos etandlico das folhas e galhos foi
determinado por espectrometria na regido do visivel utilizando o método colorimétrico, baseado
na reagdo de redugdo dos constituintes flavonoidicos na presenca de cloreto de aluminio
(FERREIRA et al., 2014).

Solugdes metandlicas de piridina (20%), cloreto de aluminio (50 ug mL") e dos extratos,
na concentragdo de 10 pg mL!, foram preparadas e reservadas. Uma aliquota de 300 pL da
solugdo dos extratos foi transferida para um baldo volumétrico de 10 mL, em seguida adicionou-
se 240 pL de acido acético glacial, 4,0 mL de solugdo de piridina (20%) e 1,0 mL da solugdo
de cloreto de aluminio. Completou-se o volume com 4gua destilada, deixou-se reagir por trinta
minutos e fez-se a leitura da absorbancia, no comprimento de onda de 420 nm. Para o branco
realizou-se 0 mesmo procedimento substituindo-se a solu¢ao do extrato por 300 puL de metanol.

A determinacao dos teores de FLAT foi realizada por meio da interpolagdo da absorbancia
das amostras contra uma curva analitica construida com o padrdo rutina dissolvida em
MeOH/H:O (7:3) nas concentragdes de 3,0 a 21 ug mL-!. A curva analitica é expressa por 4 =
0,02618¢-0,00717, onde “A” ¢ a absorbancia da amostra e “c” a concentracdo da rutina, com
um coeficiente de correlacdo linear igual a 0,999. As analises foram realizadas em triplicata e
o teor FLAT expressos como miligramas de equivalente de rutina por grama de extrato (mg de

ER g! de extrato).

2.5.5 Fator de protecao solar

A determinacdo do fator de protecdo solar (FPS) nos extratos etanolico das folhas e
galhos foram avaliados segundo metodologia descrita por Almeida et al. (2019). Nesta
metodologia as solu¢des contendo os extratos foram preparadas nas concentragdes de 5, 25, 50
e 100 mg mL"!, em etanol. As absorbincias dos extratos foram determinadas em um

espectrofotometro (UV-Vis da PerkinElmer, modelo Lambda 25) nos comprimentos de onda
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de 200 a 400 nm, utilizando cubetas de quartzo. Em seguida, foram substituidos os valores de
absorbancia obtidos, na equagdo adaptada por Mansur et al. (1986) (Equagdo 3), que relaciona
produto entre o efeito eritematdgeno (EE) e a intensidade da radiacdo (I) (Tabela 1). Os testes
foram realizados em triplicatas (OLIVEIRA JUNIOR et al., 2013). O FPS das amostras foi
determinado usando a equagdo adaptada por Mansur et al. (1986) (Equagdo 3).

FPS = FCx Y325EE(A) x I(A) x Abs(}) Equacio 3

Onde:

FC = fator de corregdo igual a 10;

EE(A) = efeito eritematdgeno da radiagdo solar em cada comprimento de onda (A);
I(A) = intensidade da radiagdo solar em cada comprimento de onda (L);

Abs(L) = leitura da absorbancia obtida da amostra em cada comprimento de onda ().

Tabela 1 - Ponderagdo empregada no calculo do fator de protecao solar por

espectrofotometria (SAYRE et al., 1979).

Comprimento de onda (nm) EE x I (normalizado) Valores relativos
290 0,0150
295 0,0817
300 0,2874
305 0,3278
310 0,1864
315 0,0839
320 0,0180
Total 1,0000

2.5.6 Atividade anticolinesterasica

A deteccdo da inibi¢do qualitativa da enzima acetilcolinesterase (AchE) foi realizada com
os extratos etandlico das folhas e galhos dissolvidos em metanol para se obter uma concentragao
de 10 mg mL"!. Aliquotas de 2,5 pL de cada amostra foram aplicadas em placa cromatografica
de gel de silica, eluida em cloroformio-metanol (9:1). Apos o desenvolvimento da amostra a
atividade inibitéria foi detectada utilizando revelador baseado no método de Ellman
(ELLMAN, et al., 1961) e modificado por Rhee et al. (2001). A placa foi pulverizada com 1
mM DTNB (é&cido 5,5'-ditiobis-[2-nitrobenzodico) ¢ 1| mM ATCI (iodeto de acetiltiocolina) em
tampao A (50 mM Tris -HCI, pH 8). Depois de seca por 3-5 minutos pulverizou-se a placa com
5 units mL! da enzima. O teste positivo foi observado na cromatoplaca que se apresentou

amarela com manchas brancas depois de 5 minutos, indicativo de inibigdo. O padrdo de
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comparacdo utilizado foi a cafeina (ELLMAN, et al., 1961; INGKANINAN et al., 2003; RHEE
et al.; 2001). Estas atividades foram realizadas no Laboratorio de Produtos Naturais e
Neuroquimica Experimental (LAPNNEX - UFPI) sob a supervisdo do Profa. Dra. Chistiane

Mendes Feitosa.

2.5.7 Atividade Larvicida

O extrato etandlico, fracdes acetato de etila e aquosa das folhas, extrato etanolico,
fracdes acetato de etila e metandlica dos galhos e os flavonoides robinina e astrasikokiosideo I
obtidos do extrato etanodlico das folhas foram testados quanto o potencial larvicida. Foram
utilizadas larvas de terceiro e quarto estddio de Aedes aegypti, adquiridas no Laboratorio de
Parasitologia e Entomologia Sanitaria, a 28+1°C e 70+10 UR (LAPES-UFPI), de acordo com
o método preconizado pela Organizagdo Mundial da Saude, com pequenas alteragdes (OMS,
2005). Os insetos adultos foram nutridos com solu¢do agucarada concentrada e as fémeas
realizaram o repasto sanguineo em camundongos swiss adultos semanalmente (obtidos do
biotério central por meio da aprovacdo do processo n® 500/18 pelo comité de ética animal da
UFPI). No estdgio larval, as larvas foram alimentadas com ragao de peixe triturada.

As amostras foram adicionadas em ambientes contendo larvas de A. aegypti nas
concentragdes de 333,3, 166,7, 83,3 e 41,67 ppm em solucdo aquosa de dimetilsulfoxido
(DMSO) a 1% (v/v) diretamente em tubos falcon de 15 mL sem tampa com o intuito de verificar
a eficiéncia de mortalidade. Em cada tubo foram inseridas 10 larvas de A. aegypti. A avaliagao
da mortalidade foi verificada em 24h e 48h apds a realiza¢dao do ensaio (ABBOTT, 1925). O
controle negativo consistiu em 5 mL de uma solu¢do de DMSO a 1% (v/v). Os ensaios foram
realizados em triplicata no Departamento de Parasitologia e Microbiologia - UFPI sob a

supervisdo do Profa. Dra. Veruska Cavalcanti Barros.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Perfil metabolémico dos extratos

Os extratos etanolico das folhas e galhos ao serem analisados por cromatografia em
camada delgada (CCD) mostraram perfis cromatograficos distintos (Figura 2). No eluente
hexano/AcOEt (8:2) os dois extratos apresentaram manchas de coloracdo roxas, roseas e
alaranjadas, no entanto, com fatores de retencdo diferentes, indicativas de compostos de
natureza isoprénica, sobretudo o EEFMa (CARVALHO et al., 2019a; CHAVES, 1997). A
cromatoplaca desenvolvida no sistema de solvente CHCl;/MeOH/H>O (65:30:5), sugeriu a
ocorréncia de compostos pertencentes a classe dos flavonoides, evidenciada pela presenca de
manchas amarelas, principalmente para o EEFMa (CARVALHO et al., 2019b; CHAVES,
1997).

A analise por HPLC-DAD confirmou que os extratos apresentam perfis distintos com
picos cromatograficos com diferentes intensidades e tempos de retencao (Figura 3). No entanto,
os dois extratos apresentaram picos cromatograficos com espectros de absor¢do molecular
mostrando maximo de absorg¢des nas regides de 240 a 280 e 300 a 380 nm, caracteristicas dos

sistemas benzoila e cinamoila em flavonoides (MABRY; MARKHAM; THOMAS, 1970).

HewmoAeOb ) Y[ CHOZMeOH 0D CH@&)@&;‘Q@SSO:S) ]

EEGMa

, - EEFMa EEGMa |

‘ i i =
Figura 2 - Cromatoplacas dos extratos etanolico das folhas (EEFMa) e galhos (EEGMa).
Revelador: solugdo de Ce(SOs):.
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Figura 3 - Cromatogramas dos extratos etanolico das folhas (A) e galhos (B). Fase Movel:
MeOH/H,0-AcOH (0,2%, v/v), gradiente: 0-40 min (5-100% MeOH), 40-50 min (100%
MeOH), vazdo 1,0 mL min™! e coluna C18 (250 x 4,6 mm, 5 um).

3.1 Potencial antirradicalar

O EEGMa apresentou acdo sequestradora de radicais livres superior ao EEFMa e ao
controle positivo BHT, no entanto, foi menos ativo que a rutina e acido galico, como mostram
os valores de percentual de atividade sequestradora de radicais livres e CEso obtidos no ensaio
com o DPPH. No método de sequestro do cétion radical ABTS o EEGMa foi mais ativo que o
EEFMa e os controles positivos (Tabela 2).

Os teores de fenodis totais (FT) apresentaram correlacdo positiva com a atividade
antioxidante. O EEFMa mostrou elevado teor de flavonoides totais quando comparado com
EEGMa (Tabela 2). Estes resultados sdo concordantes com o perfil quimico dos extratos que
indicou a presenca de flavonoides. A disponibilidade de hidroxilas livres limita a capacidade
redutora destes constituintes e pode justificar o menor teor de fendis totais para o EEFMa. Para
EEGMa espera-se a presenca de taninos, além de flavonoides livres e/ou com poucas unidades
de agucares, explicando o teor elevado de fenois totais e o baixo conteudo de flavonoides totais,

quando comparado ao EEFMa.
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Tabela 2 - Fenois totais (FT), flavonoides totais (FLAT), atividade sequestradora de radicais

livres (DPPH, CEso e ABTS) dos extratos etandlico das folhas (EEFMa) e galhos (EEGMa).

FT FLAT DPPH" ABTS™
Amostra o FAGg'de  mgERg'da AA%LDP CEso mM AAET g
amostra=DP amostra=DP ° (ng mL) da amostrazDP
EEFMa 138,42+6,82 386,33+0,78 26,91+0,95 nd 1,18+0,16
EEGMa 359,96+11,91 66,25+2.94 94,06+0,72 56,76x1,54 4,37+0,21
BHT nt nt 89,88+0,83 69,34+5,53 2,49+0,12
Rutina nt nt 94,14+0,22 47,06+4,65 1,34+0,4
Ac. galico nt nt 93,14+0,31 13,37%1,37 nt

EAG: equivalente de acido galico; ER: equivalente de rutina; DP: desvio padrdo; AA%: percentual de atividade
antioxidante; AAET: atividade antioxidante equivalente ao trolox; nt: ndo testado; nd: ndo determinado; CEso:
concentragdo eficiente. *concentragdo da amostra: 250 ug mL™! com 30 min. de reagio.

Os extratos etanolico das folhas e galhos apresentaram significativa atividade
antirradicalar. Esta atividade foi relatada para outras espécies do género Machaerium, como
por exemplo, para extrato etanolico das folhas de M. villosum (SANTOS et al., 2009) e M.
floribundum (DIAZ et al., 2011). Os extratos destas espécies mostraram elevado atividade
antioxidante no ensaio com o DPPH.

As fragdes oriundas da particdo do extrato etandlico das folhas e da coluna filtrante do
extrato etanolico dos galhos, foram submetidas a avaliacdo da atividade sequestradora de
radicais livres e fendis totais (Tabela 3).

Os resultados de FT e AA das fragdes foram consistentes com os resultados obtidos para
os extratos brutos de M. acutifolium (Tabela 2). A FMGMa oriunda do fracionamento do extrato
etanolico dos galhos apresentou o maior teor de fendis totais e o maior percentual de agdo
antioxidante, indicando que as substincias com potencial antirradicalar do extrato ficaram
concentradas nesta fracdo. As fragdes oriundas do extrato etanolico das folhas apresentaram

baixos valores de FT e AA, consistente com o obtido para o EEFMa (Tabela 2).
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Tabela 3 - Fendis totais (FT) e atividade sequestradora de radicais livres (DPPH e CEso) das
fragdes dos extratos etandlico das folhas (EEFMa) e galhos (EEGMa).

FT DPPH" CEso
Amostra mg EAG g de
amostra+DP AAYxDP kg mL”
FHFMa 74,96+3,13 21,16+0,35 1269,5+17,87
FAEFMa 185,36+7,01 40,62+1,14 409,37+111,30
FAFMa 151,70+9,44 28,37+0,94 655,63+143,17
FCGMa 41,02+1,36 19,84+0,94 nd
FAEGMa 167,22+4,80 73,35+1,68 154,89+1,37
FMGMa 336,24+3,57 93,99+0,55 39,25+1,75
FMAGMa 27,07+0,20 40,43+2,01 nd
BHT nt 89,88+0,83 69,34+5,53
Rutina nt 94,14+0,22 47,06+4,65
Ac. glico nt 93,14+0,31 13,37%1,65

FHFMa: Fracao Hexanica das Folhas; FAEFMa: Fracao Acetato de Etila das Folhas, FAFMa: Fragdo Aquosa das
Folhas, FCGMa: Fragao Cloroférmica dos Galhos; FAEGMa: Fragdo Acetato de Etila dos Galhos; FMGMa:
Fragdo Metandlica dos Galhos; FMAGMa: Fragdo Metanol-Agua dos Galhos; EAG: equivalente de acido galico;
ER: equivalente de rutina; DP: desvio padrio; AA%: percentual de atividade antioxidante; AAET: atividade
antioxidante equivalente ao trolox; nt: ndo testado; nd: ndo determinado; CEso: concentragdo eficiente.

*concentragdo da amostra: 250 ug mL™!' com 30 min. de reagdo.

3.2 Fator de prote¢ao solar

O fator de protegdo solar (FPS) dos extratos mostrou-se dependente da concentragdo, o
EEFMa (FPS=8,2+0,3) foi mais ativo que o EEGMa (FPS=4,5+0,2) e o controle positivo
benzofenona (FPS=2,2+0,1), na maior concentragdo testada, 100 pg mL™! (Figura 4). Segundo
Violante et al. (2009), uma espécie com potencial fotoprotetor deve possuir valores de FPS>2.

O elevado potencial fotoprotetor do EEFMa pode ser atribuido a presenga dos
flavonoides, uma vez que estes compostos além de antioxidantes, também sdo reconhecidos
como fotoprotetores (SOUZA et al., 2005). Nao ha relato de atividade fotoprotetora para outras

espécies do género Machaerium na literatura.
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Figura 4 - Fator de protecao solar (FPS) dos extratos etandlico das folhas (EEFMa) e galhos

(EEGMa).

3.3 Atividade anticolinesterasica

A cromatoplaca com o extrato etandlico dos galhos apresentou uma mancha branca
discreta sob fundo amarelo, no ponto de aplicacdo, depois de revelada com o reagente de
Ellman, sugerindo resultado positivo da inibi¢ao da enzima acetilcolinesterase (INGKANINAN
et al., 2003). No entanto, ndo apresentou resultado positivo para o extrato etandlico das folhas.
Nao ha relato de atividade anticolinesterasica para outras espécies do género Machaerium na

literatura.

3.4 Atividade Larvicida

O extrato etandlico e fragdes acetato de etila e aquosa das folhas, extrato etanolico,
fragdes acetato de etila, metandlica dos galhos e os flavonoides robinina (23) e
astrasikokiosideo 1 (24) obtidos do extrato etandlico das folhas de M. acutifolium nao
apresentaram toxicidade frente a larvas Aedes aegypti nas condicdes testadas.

Um estudo recente realizado por Melo et al. (2021), com troncos coletados em 2014, em
Lagoa do Sitio, sul do estado do Piaui, mostrou que o extrato acetato de etila do tronco de M.
acutifolium possui atividade larvicida. O estudo revelou ainda a presenca de um indeno inédito
com elevado potencial larvicida. Dois flavonoides: (3R)-2H-benzopiran-7-ol, 3,4-dihidro-3-(2'-

hidroxi-3',4'-dimetoxifenil) e (3R)-2H-benzopiran-7-ol, 3,4-dihidro-3-(2'-hidroxi-3'4'-
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dimetoxifenil)-8-metoxi e um trans-estilbeno isolados neste estudo também tiveram sua agao
larvicida avaliada, mas foram considerados inativos.

A auséncia de potencial larvicida demonstrada em nosso estudo pode ser explicada pela
diferenga na composicdo quimica observada entre os extratos etanolico das folhas e galhos e o
extrato acetato de etila do tronco de M. acutifolium. Embora as plantas tenham sido coletadas
no estado do Piaui, foram em regides distintas, sendo uma ao norte e a outra ao sul, com

distancia de 300 km entre elas.
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CONCLUSAO

O perfil metabolomico dos extratos, obtidos por CCD, HPLC-DAD e UV-Vis,
sugeriram a presenc¢a de compostos de natureza isoprénica, além de flavonoides. A investigacao
do potencial biologico dos extratos etandlico das folhas e galhos de M. acutifolium revelou que
o EEGMa possui a¢do sequestradora de radicais livres superior ao EEFMa e ao controle positivo
BHT, no entanto, foi menos ativo que a rutina e acido galico, no ensaio com o DPPH. O ensaio
com ABTS mostrou que o EEGMa foi mais ativo que o EEFMa e que os controles positivos.
Os teores de fendis totais apresentaram correlagdo positiva com a atividade antioxidante, nos
ensaios com DPPH e ABTS.

O EEFMa mostrou elevado teor de flavonoides totais quando comparado com EEGMa.
O fator de protecdo solar do EEFMa foi mais ativo que o EEGMa e o controle positivo
benzofenona. O EEGMa apresentou indicativo de atividade inibidora da acetilcolinesterase,
enquanto EEFMa ndo se mostrou ativo. O EEFMa e fragdes acetato de etila e aquosa das folhas,
EEGMa, fragdes acetato de etila, metanolica dos galhos e os flavonoides robinina (23) e
astrasikokiosideo 1 (24) obtidos do extrato etandlico das folhas de M. acutifolium nao
apresentaram toxicidade frente a larvas Aedes aegypti nas condigdes testadas.

Os resultados obtidos contribuem para o conhecimento do perfil metabolomico e

bioldgico das folhas e galhos da espécie M. acutifolium.
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ESTUDO FITOQUIMICO E DESREPLICACAO DO EXTRATO ETANOLICO DAS
FOLHAS DE Machaerium acutifolium VOGEL

RESUMO

Machaerium acutifolium Vogel (Fabaceae-Papilionoideae), sin. M. muticum Benth, ¢ conhecida
popularmente por jacarandd do campo e jacaranda bico de pato. As folhas de M. acutifolium
foram submetidos a maceracdo com etanol, fornecendo o extrato etanolico das folhas (EEFMa).
O EEFMa foi submetido a particdo e forneceu as fragdes hexanica (FHFMa), acetato de etila
(FAEFMa) e aquosa (FAFMa). O fracionamento de FHFMa forneceu o a-tocoferol (1), os
esteroides: colesterol (2), campesterol (3), sitosterol (4), estigmasterol (5) e os triterpenoides
lupeol (6), os isomeros E/Z do 3-O-p-cumaroil-B-amirina (7 e 8), 3-O-p-cumaroilgermanicol (9
e 10) e 3-O-p-cumaroillupeol (11 e 12). A FAEFMa, apo6s desreplicagdo por inser¢do direta em
espectrometro de massas com fonte de ionizagao por electrospray (DI-ESI-MS/MS), permitiu
a identificacio de nove flavonoides: quercetina-3-O-ramnosil-(1—2)-[ramnosil-(1—6)]-
hexosil-7-O-ramnosideo (13), quercetina-3-O-ramnosil-(1—6)-hexosil-7-O-ramnosideo (14),
quercetina-3-O-ramnosil-(1—6)-hexosideo  (15), canferol-3-O-ramnosil-(1—3)-ramnosil-
(1—>2)-[ramnosil-(1—6)]-hexosil-7-O-ramnosideo  (16), canferol-3-ramnosil-7-[6-feruloil-
hexosil-(1—3)-ramnosideo] (17), canferol-3-O-ramnosil-(1—2)-[ramnosil-(1—6)]-hexosil-7-
O-ramnosideo (18), canferol-3-O-ramnosil-(1—6)-hexosil-7-O-ramnosideo (19), canferol-3-
O-ramnosil-(1—6)-hexosideo (20) e canferol-3-O-hexosideo (21). A FAFMa, apos
desreplicacdo por DI-ESI-MS/MS, permitiu a identificagdo dos flavonoides 13-16 ¢ 18-21,
isoflavonoides genisteina (25) e daidzeina-8-C-hexosideo (26) e o biflavonoide morelloflavona
(27). Adicionalmente, foram isolados e identificados da FAFMa os flavonoides: canferol-3-O-
ramnosil-(1—3)-ramnosil-(1—2)-[ramnosil-(1—6)]-galactosil-7-O-ramnosideo  (16), 3'4'-
dimetoxi-3-O-B-D-galactopiranosil-(1—6)-a-L-ramnopiranosideo-7-O-o-L-

ramnopiranosilflavonol (22), robinina (23) e astrasikokiosideo I (24). Este é o primeiro relato
do flavonoide 22 sendo considerado inédito. Os compostos isolados foram identificados por
RMN 'H e 13C (1D e 2D), CG-EM ¢ DI-ESI-MS/MS. Os resultados obtidos contribuem para o
conhecimento da composicao quimica das folhas da espécie M. acutifolium.

Palavras-chave: Fabaceae, robinina, flavonoides, isoflavonoides, DI-ESI-MS/MS.
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ABSTRACT

Machaerium acutifolium Vogel (Fabaceae-Papilionoideae), syn. M. muticum Benth, is
popularly known as jacaranda do campo and jacaranda do bisco de pato. The leaves of M.
acutifolium were subjected to maceration with ethanol, providing the ethanolic extract of the
leaves (EEFMa). The EEFMa was partitioned and yielded the hexane (FHFMa), ethyl acetate
(FAEFMa) and aqueous (FAFMa) fractions. FHFMa fractionation provided a-tocopherol (1),
the steroids: cholesterol (2), campesterol (3), sitosterol (4), stigmasterol (5) and the triterpenoids
lupeol (6), the E/Z isomers of 3-O-p-coumaroyl-f-amyrin (7 and 8), 3-O-p-
coumaroylgermanicol (9 and 10) and 3-O-p-coumaroillupeol (11 and 12). FAEFMa, after
dereplication by direct insertion in a mass spectrometer with an electrospray ionization source
(DI-ESI-MS/MS), allowed the identification of nine flavonoids: quercetin-3-O-rhamnosyl-
(1-2)-[ rhamnosyl-(1—6)]-hexosyl-7-O-rhamnoside (13), quercetin-3-O-rhamnosyl-(1—6)-
hexosyl-7-O-rhamnoside (14), quercetin-3-O-rhamnosyl-(1—6)-hexoside (15), kaempferol-3-
O-rhamnosyl-(1—3)-rhamnosyl-(1—2)-[thamnosyl-(1—6)]-hexosyl-7-O-thamnoside ~ (16),
kaempferol-3-rhamnosyl-7-[6-feruloyl-hexosyl-(1—3)-rhamnoside] (17), kaempferol-3-O-
rhamnosyl-(1—2)-[rthamnosyl -(1—6)]-hexosyl-7-O-rhamnoside (18), kaempferol-3-O-
rhamnosyl-(1—6)-hexosyl-7-O-rhamnoside (19), kaempferol-3-O-rhamnosyl-(1—6)-hexoside
(20) and kaempferol-3-O-hexoside (21). FAFMa, after dereplication by DI-ESI-MS/MS,
allowed the identification of flavonoids 13-16 and 18-21, isoflavonoids genistein (25) and
daidzein-8-C-hexoside (26) and the biflavonoid morelloflavone (27). Additionally, flavonoids
were isolated and identified from FAFMa: kaempferol-3-O-rhamnosyl-(1—3)-rhamnosyl-
(1—>2)-[rthamnosyl-(1—6)]-galactosyl-7-O-rhamnoside ~ (16),  3'.4'-dimethoxy-3-O-B-D-
galactopyranosyl-(1—6)-a-L-rhamnopyranoside-7-O-a-L-rhamnopyranosylflavonol (22),
robinin (23) and astrasikokioside I (24). This is the first report of flavonoid 22 being considered
unpublished. Isolated compounds were identified by 'H and '*C NMR (1D and 2D), GC-MS
and DI-ESI-MS/MS. The results obtained contribute to the knowledge of the chemical
composition of the leaves of the species M. acutifolium.

Keywords: Fabaceae, robinin, flavonoids, isoflavonoids, DI-ESI-MS/MS.
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1 INTRODUCAO

Espécies vegetais pertencentes a familia Fabaceae sdo ricas em flavonoides, porém
acumulam também alcaloides, terpenoides e esteroides. O género Machaerium pertence a
familia Fabaceae, subfamilia Papilionoideac e tribo Dalbergieac. E constituido por 262
espécies, entretanto, somente dezesseis apresentam estudo quimico, entres estas os principais
estudos concentram-se em: M. hirtum, M. opacum, M. secundiflorum, M. vestitum e M. villosum
(AMEN et al., 2015; CARVALHO et al., 2020; FERREIRA et al., 2019).

A espécie Machaerium acutifolium Vogel (sin. M. muticum Benth) é conhecida
popularmente por jacarand4d do campo, jacaranda caroba e jacarandé bico de pato. No Brasil,
ocorre da Amazonia até Sao Paulo, Mato Grosso do Sul, Bahia, Piaui e Maranhao,
principalmente na area de cerrado (POLIDO; SARTORI, 2007; ROSA et al., 2014).

O estudo realizado por Ollis et al. (1978b) com o extrato benzénico da madeira do tronco
de M. acutifolium resultou no isolamento e identificacdo dos polifenodis éter monometil de
pinsilvina, (+)-medicarpina e petroestireno. Um estudo recente, realizado por Melo et al.
(2021), revelou que o extrato acetato de etila do tronco de M. acutifolium contém um derivado
de 3-arilcumarina, trans-estilbeno, indeno e dois flavonédides: (3R)-2H-benzopiran-7-ol, 3,4-
dihidro-3-(2'-hidroxi- 3', 4'-dimetoxifenil) e (3R)-2H-benzopiran-7-ol, 3,4-dihidro-3- (2'-
hidroxi-3', 4'-dimetoxifenil )-8-metoxi.

Considerando o potencial quimico de plantas da familia Fabaceae, em especial do
género Machaerium, este estudo tem como objetivo desreplicar por DI-ESI-MS/MS, isolar e

identificar constituintes quimicos do extrato etanolico das folhas de M. acutifolium.
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2 PARTE EXPERIMENTAL

2.1 Materiais e equipamentos

A obtencao dos extratos, particdo, cromatografia em coluna (CC) e em camada delgada
(CCD) foram feitas com solventes de padrao analitico (PA) adquiridos da Synth. Nas analises
de cromatografia liquida de alta eficiéncia foram utilizados solventes grau HPLC da J. T.
Backer e 4agua ultrapura (18 Q) obtida em sistema Milli-Q Plus e em ultrapurificador Master
All da Gehaka.

O material vegetal foi moido em moinho de facas da Marconi e os extratos, fragdes e
subfracdes concentradas em evaporador rotativo sob pressdo reduzida Laborota 4000 Heidolph
e a agua residual removida em liofilizador Modulyod Freeze Dryer da Thermo Electron
Corporation. A dissolucdo dos extratos e fracdes foi realizada com auxilio de banho de
ultrassom modelo Q3.0/40 da Ultranique e conservados em refrigerador modelo Zyrium
Frostfree 430 da Brastemp. As massas obtidas em balancas modelos KN 4000 da Digimed e
AUY220 da Shimadzu.

O fracionamento cromatografico em coluna foi feito usando gel de silica (0,060-0,200
mm) da Acros Organics e Sephadex LH-20 da Sigma. As placas para cromatografia em camada
delgada foram preparadas por aplicacdo manual da suspensdo de gel de silica 60 G (Fluka) em
agua destilada (1:2) sobre laminas de vidro (9,5 x 5,9 cm) e a ativagdo foi realizada a 110 °C
por 1h em estufa EL-1.3 da Odontobras.

As substancias foram reveladas nas cromatoplacas por nebulizacdo com solucdo de
sulfato cérico, preparada por dissolugdo de 2,1 g de sulfato cérico (Ce(SO4)2.5H>0) da Vetec
em 15 mL de acido sulfurico concentrado (H2SO4) da Chemco e posteriormente diluido com
800 mL de agua destilada, seguida de aquecimento em placa aquecedora S09T da Fisaton.

As amostras injetadas em HPLC-DAD foram submetidas a um pré-tratamento (clean
up) em cartucho de extragdo em fase solida (SPE) Strata™ C18-E (1000 mg/6 mL, 55 mm,
70A) da Phenomenex. Todos os extratos e fragdes foram filtrados em membrana filtrante da
Phenomenex (30 mm e poro 0,45 pm). As andlises por HPLC foram realizadas em
cromatografos: 1) analitico, Shimadzu® equipado com bomba LC-20AT, injetor automatico
SIL-20AHT, detector de arranjo de fotodiodo SPD-M20A, forno para coluna CTO-20A, pré-
coluna C18 Shim-pack 6-SIL, coluna C-18Shim-pack VP-ODS (250 x 4,6 mm, particula de 5,0

um) e ii) semipreparativo, Shimadzu® prominence system equipado com sistema bindrio de
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bombas LC-6AD, injetor manual, detector UV SPD-20A, coluna Phenomenex Luna (C18, 250
x 10 mm, 15 pm).

Os espectros de massas foram adquiridos por inser¢do direta em espectrometro de massas
acoplado a fonte de ionizacdo por electrospray (DI-ESI-MS/MS), AmaZon X, Bruker
Daltonics. O tratamento dos dados de massas foi realizado em software Compass 1.3 Data
Analysis (versao 4.0, Bruker Daltonics).

Os espectros de massa de alta resolug@o foram obtidos em um UPLC-QTOF-HRMS com
uma interface de eletrospray (ESI) acoplada ao sistema Acquity UPLC (Waters Corporation).
Fase movel: MeCN/HCO:H (0,1%) em H,O/HCO:H (0,1%), gradiente: 0-6 min, 10-50%
MeCN/HCO:H (0,1%); 6-9 min, 50-98% MeCN/HCO:H (0,1%), taxa de fluxo 0,5 mL min-1,
coluna BEH C18 (2,1 x 100 mm, 1,7 um; Waters Corporation). A deteccdo foi realizada em
modo negativo e centroide MSE por 10 min, faixa de massa de m/z 100-1500, tempo de
varredura de 0,2 s.

Os espectros de RMN 'H e '*C foram obtidos em espectrometro Bruker Ascend, modelo
600 da UNESP de Araraquara-SP operando a 600 MHz para 'H e 150 MHz para '*C, equipado
com criosonda. Foram utilizados como solventes CDClz, CD30D, DMSO-ds (Cambridge

Isotope Laboratories Inc) e TMS como referéncia interna.

2.2 Material Vegetal

As folhas de M. acutifolium foram coletados em margo de 2017, no municipio de Jatoba
do Piaui, nas coordenadas S 04° 51 006" ¢ W 42° 05 057", a 90 m de altitude. A espécie foi
identificada pela bidloga Dra. Ruth Raquel Soares de Farias e a exsicata foi depositada no
Herbario Graziela Barroso da Universidade Federal do Piaui-UFPI, na cidade de Teresina com

o nimero de registro TEPB 31568 e cadastro de acesso SisGen n® AAB530D.

2.3 Preparacio do extrato etanolico das folhas

As folhas foram secadas a temperatura ambiente e moidas em moinho de facas, obtendo-
se 1,4 kg. O material vegetal foi submetido a maceracao exaustiva com etanol (95%). A solugao
extrativa foi concentrada em evaporador rotativo a pressdo reduzida e a 4gua residual removida

por liofilizagdo, fornecendo o extrato etandlico das folhas (EEFMa, 74,4 g, 5,3%).
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2.4 Fracionamento cromatografico do extrato etanolico das folhas

Uma aliquota de 64 g do extrato etanolico das folhas foi suspensa em 1,2 L de MeOH/H-,0O
(1:2, v/v) e submetida a parti¢do, resultando nas fracdes hexanica (FHFMa, 33,5 g, 52,3%),
acetato de etila (FAEFMa, 5 g, 7,8%) e aquosa (FAFMa, 25,5 g, 39,8%), conforme apresentado
no Esquema 1. Durante a extracdo com acetato de etila houve a formagdo de um precipitado
amarelo na interfase, este foi separado por filtragdo e apods andlise por CCD, reunido com a
fracdo aquosa, como apresentado na Figura 1.

Os perfis cromatograficos por CCD e HPLC-DAD do extrato etanolico e das fracdes
acetato de etila (FAEFMa) e aquosa (FAFMA) das folhas de M. acutifoilum sdo apresentados
a seguir. As Figuras 1 e 2 mostram que a particdo do EEFMa distribuiu os compostos polares

nas fragdes acetato de etila (C) e aquosa (E).

EEFMa
(64 g)

suspensdao em MeOH/H>O (1,2 L, 1:2, v/v)
extracdo com hexano (2,4 L)

FHFMa Fracao Hidroalcoolica
(33,5 g, 52,3%)

extragdo com acetato de etila (1,6

FAEFMa Interfase ppt FAFMa
(5 g, 7,8%) (1,5g,2,3%) (24 g, 37,5%)

FAFMa
(25,5 g, 39,8%)

Esquema 1 - Parti¢ao do extrato etandlico das folhas de M. acutifolium.
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s
I

Hexano/AcOEt (8:2) ?

Figura 1 - Cromatoplacas do extrato etanolico das folhas (A), fragdes hexanica (B), acetato
de etila (C), precipitado da fra¢do acetato de etila (D) e aquosa (E). Revelador: solu¢do de
Ce(S04)2.
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Figura 2 - Cromatograma do extrato etanolico das folhas (EEFMa) e das fra¢des acetato de
etila (FAEFMa) e aquosa (FAFMa). Fase Mével: MeOH/H»0 (0,2%), gradiente: 0-40 min (5-
100% MeOH), 40-50 min (100% MeOH), vazio 1,0 mL min™!, X = 254 nm e coluna C18 (250
x 4,6 mm, 5 um).
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2.5 Fracionamento da fracio hexanica da particao do extrato etandlico das folhas de M.
acutifolium

A fragdo hexanica das folhas, quando analisada em CCD utilizando hexano/AcOEt (8:2,
v/v) e como revelador solugao de Ce(SOs),, apresentou machas amarelas e azuis caracteristicas
de compostos de natureza isoprénicas (CHAVES, 1997).

FHFMa (10 g) foi submetida a cromatografia em coluna de gel de silica, eluida com
hexano/AcOEt em ordem crescente de polaridade, fornecendo 102 fragdes de 140 mL, que
foram analisadas por CCD e reunidas em 19 grupos (Tabela 1). A cromatoplaca dos grupos
FHF-14, FHF-32 e FHF-33 sugeriu a presenc¢a de compostos das classes dos tocoferdis (mancha
amarela), triterpendides (mancha alaranjada) e esteroides (mancha azul), respectivamente,

sendo entdo selecionados para dar continuidade ao fracionamento.

Tabela 1 - Grupos obtidos do fracionamento em coluna de gel de silica de FHFMa.

Grupo Fracoes reunidas Eluente Massa (mg)
FHF-1 1-5 Hexano (100%) 345,7
FHF-6 6-10 Hexano/AcOEt (98:2) 168,1
FHF-11 11-13 Hexano/AcOEt (98:2) 176,5
FHF-14 14-21 Hexano/AcOEt (98:2) 72,8
FHF-22 22-28 Hexano/AcOEt (95:5) 520,5
FHF-29 29-31 Hexano/AcOEt (95:5) 88,0
FHF 32 32 Hexano/AcOEt (95:5) 476,9
FHF-33 33-35 Hexano/AcOEt (95:5) 300,5
FHF-36 36-38 Hexano/AcOEt (95:5) 237,8
FHF 39 39 Hexano/AcOEt (95:5) 52,7
FHF-40 40-46 Hexano/AcOEt (95:5) 382,2
FHF-47 47-67 Hexano/AcOEt (9:1) 1017,2
FHF-68 68-79 Hexano/AcOEt (8:2) 463,8
FHF-80 80-82 Hexano/AcOEt (7:3) 236,6
FHF-83 83-87 Hexano/AcOEt (6:4) 260,1
FHF-88 88-95 Hexano/AcOEt (1:1) 4442
FHF-96 96-97 AcOEt (100%) 4000,6
FHF-98 98-99 AcOEt/MeOH 690,9
FHF-100 100-102 MeOH (100%) 125,0
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2.5.1 Fracionamento do Grupo FHF-14

O grupo FHF-14 (72,8 mg) foi submetido cromatografia em Sephadex LH-20 com
eluicdo em hexano/CH>Cl, (1:4). Foram coletadas 27 subfragdes, analisadas por CCD,
utilizando como eluente hexano/AcOEt (95:5) e como revelador solugdo de Ce(SO4)>. Apds
esta analise, as subfracdes que apresentaram manchas de mesma coloragao e fatores de retengao
foram reunidas, obtendo-se oito subgrupos. O subgrupo FHF-14-14 (39,9 mg) apresentou duas
manchas, uma amarela e uma roxa, e foi solubilizado em hexano, filtrado em coluna de gel de
silica, usando o eluente hexano/AcOEt (98:2). Apos analise em CCD utilizando como eluente
hexano/AcOEt (95:5) ¢ como revelador solu¢do de Ce(SOs4)., as fragdes coletadas foram
reunida nos subgrupos P-25 (31,8 mg) e P-45 (1,9 mg). O subgrupo P-25 apresentou uma Unica
mancha amarelada e foi identificado por RMN 'H e '*C como o composto 1, conforme mostra

o Esquema 2.

2.5.2 Fracionamento do Grupo FHF-32

O grupo FHF-32 (476,9 mg) foi submetido a cromatografia em Sephadex LH-20 com
eluicdo em hexano/CH>Cl, (1:4) fornecendo M1 (122,4 mg). A cromatoplaca de M1, eluida
com hexano/AcOEt (8:2) e revelada com solugdo de Ce(SO4)2, apresentou uma mancha azul
que muda para roxo com a continuagdo do aquecimento. Este perfil em CCD ¢ caracteristico de
compostos de natureza esteroidal (CHAVES, 1997).

M1 foi derivatizada com N, O-bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA) de acordo com
Prytzyk et al. (2003). A uma aliquota de 1,0 mg da amostra foi adicionado 250 pL de piridina
tratada e 50 uL. de BSTFA. A mistura reacional foi aquecida por 1 hora a 55 °C. Apos o término
da reacdo, adicionou-se 1,0 mL de acetato de etila e a fase organica com os derivados sililados
foi analisada em cromatografo GCMS-QP2010 SE, AOC-5000 auto injetor da Shimadzu,
coluna SLB-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,10 um), fase estacionaria difenildimetilpolissiloxano
(5% de difenil e 95% de dimetilpolissiloxano) e hélio como gas de arraste (I mL min’'). O
detector de massas operou com ionizacao por elétrons (EI) 70 eV, modo scan no intervalo de
m/z 50 a 600 Da (Daltons). Para analise foi usada a seguinte programagao: temperatura inicial
de 71 °C por 2 min, com taxa de aquecimento de 6 °C min™! até 315 °C, mantido por 30 min. As
temperaturas do injetor e interface foram 290 °C e 310 °C, respectivamente. A identificacdo dos
constituintes de M1-d foi realizada por comparacdo com dados da literatura, permitindo

indetificar os compostos 2-5 (DIEKMAN; DJERASSI, 1967).
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M1 também foi analisada sem derivatizacdo em um sistema GC-MS 7890/MSD (Agilent
Technologies) equipado com coluna capilar DB5 (J&W, 30 m x 320 pum x 0,25 pm) e
amostrador automatico. Inje¢do de 1 uL de amostra (5 mg mL™' em CH>Cl») no modo split 1:40
e temperatura do injetor a 250 °C. O gas de arraste foi hélio com fluxo de 1 mL min’!. A
programacao de temperatura da coluna foi temperatura inicial de 200 °C permanecendo por 4
min, taxa de aquecimento de 6 °C min! até 290 °C permanecendo por 15 min. A temperatura
da interface foi de 280 °C. O espectrémetro de massas no modo varredura (scan) com energia
de 70 eV e faixa de massas de 50 a 500 Da. A identificacdo dos compostos 3-6 foi realizada por
comparacdo do tempo de retencdo e espectros de massas da literatura e biblioteca

computacional (NIST08) (ASSIMOPOULOU; PAPAGEOORGIOU, 2005; WYLLIE, 1977).

2.5.3 Fracionamento do Grupo FHF-33

O grupo FHF-33 (300,5 mg) foi submetido a cromatografia em Sephadex LH-20 com
eluicdo em hexano/CH>Cl, (1:4). As fragdes coletadas, apos analisadas por CCD, utilizando
como eluente hexano/AcOEt (8:2) e como revelador solugao de Ce(SOs)2, foram reunidas em
dois subgrupos.

No subgrupo C-5 (108,8 mg), apds analise por RMN 'H, foi possivel identificar a
mistura dos compostos 4 ¢ 5. Enquanto, o subgrupo C-26 (66,9 mg) foi submetido a coluna
filtrante em gel de silica utilizando [CHCI3/MeOH (99:1)/hexano (1:1)] e CHCl;/MeOH (99:1).
Este fracionamento forneceu a subfracdo M2 (26,8 mg) que apresentou na cromatoplaca uma
mancha de coloragdo alaranjada, quando eluida com hexano/AcOEt (8:2) e revelada com
solugdo de Ce(SO4)2. A subfragio M2 (26,8 mg) foi analisada por RMN 'H e '*C e revelou

tratar-se de uma mistura dos compostos 7-12.
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CC em gel de silica, hexano/AcOEt em
ordem crescente de polaridade

FHF-14

CC Sephadex LH-20,
Hex/CH,Cl; (1:4)

FHF-14-14
CC gel de silica

P-25

FHF-32

CC Sephadex LH-20,
Hex/CH,Cl; (1:4)

M1

BSTFA
CG-EM

2-6

FHF-33

CC Sephadex LH-20,
Hex/CH,Cl; (1:4)

C-5 C-26
J ‘ CC gel de silica
4-5 M2
\’
7-12

Esquema 2 - Fracionamento cromatografico da fracdo hexanica do extrato etanolico das folhas.

2.6 Fracionamento e analise da fracao acetato de etila da particao do extrato etandlico das

folhas de M. acutifolium

A fragdo acetato de etila da particdo do extrato etandlico das folhas, quando analisada em

CCD utilizando CHCIl3/MeOH/H>0O (65:30:5, v/v/v) e como revelador solugdo de Ce(SOa4).,

apresentou machas amarelas caracteristicas de flavonoides (CHAVES, 1997).

Uma aliquota de 500 mg da fragdo acetato de etila, foi aplicada em cartucho de fase
reversa C18-E (SPE, 10 g/60 mL, 55 um, 70 A, Strata™), previamente equilibrado com H>O e
eluido sucessivamente com H>O (50 mL), MeOH/H>O 1:1 (50 mL), MeOH (50 mL) e CHCl;

(50 mL), fornecendo as subfragcdes aquosa, metanol/agua (1:1), metanolica e cloroférmica. O

solvente organico foi retirado em evaporador rotativo sob pressao reduzida e a 4gua removida

por liofilizagdo (Tabela 2).

Tabela 2 - Rendimento da extra¢do em fase solida (C-18) da fracdo acetato de etila das folhas.

Amostra Massa (mg) Rendimento (%)
subfracdo aquosa 71,6 14,3
subfracao metanol/agua (1:1) 166,0 33,2
subfragdo metanolica 26,1 5,2
subfragdo cloroférmica 230,0 473
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2.6.1 Analise por HPLC-DAD das subfracdes oriundas da fracio acetato de etila
As subfragdes aquosa, metanol-agua (1:1) e metanodlica obtidas do pré-tratamento (clean
up) em cartucho de extracdo em fase solida (SPE) foram filtradas em membrana filtrante (30
mm e poro 0,45 pm) e tiveram seus perfis obtidos em HPLC-DAD.
A anélise por HPLC-DAD no comprimento de onda em 254 nm mostrou cromatogramas
das subfragcdes aquosa e metanol-dgua (1:1) com perfis semelhantes e sem diferencas
significativas dos picos cromatograficos. Estas subfracdes apresentaram grande quantidade de

picos cromatograficos, o que ndo foi observado para a subfracdo metandlica (Figura 3).

300

subfragdo aquosa subfragdo metanol-agua (1:1) subfragdo metanol

250 —
200 —
150 —
100

Ay

04 | M
T | T ‘ T | T | T | T | T ‘ T

0 5 10 15 20 .25 30 35 40

Tempo de retengéio (min.)

Intensidade (mAU)

Figura 3 - Cromatograma das subfra¢des aquosa, metanol-dgua (1:1) e metandlica obtidas por
C-18 da fragdo acetato de etila do extrato etandlico das folhas. Fase mével: MeOH/H,0-AcOH
(0,2%), gradiente: 0-5 min, 30-40% MeOH; 5-7 min, 40% MeOH; 7-12 min, 40-50% MeOH;
12-14 min, 50%; 26-30 min, 50-60% MeOH; 19-21 min, 60%; 21-26 min, 60-70% MeOH; 26-
30 min, 70%; 30-33 min, 70-100% MeOH; 33-38 min, 100%, 38-41 min, 100-30% MeOH, 41-
46 min, 30%, vazdo 1,0 mL min’!, coluna C-18 (250 x 4,6 mm, 5 um) e A=254 nm.

2.6.2 Analise por DI-ESI-MS/MS das subfracées oriundas da fracio acetato de etila
Aliquotas (2 mg) das subfragdes aquosa, metanol-dgua (1:1) e metanolica obtidas por
extracdo em fase solida (SPE, C-18-E) da fragdo acetato de etila do extrato etandlico das folhas
foram dissolvidas em metanol, na concentra¢do de 50 ppm e filtradas em membrana de nylon
(Chromafil® Xtra, didmetro de 47 mm e poro de 0,22 pum).
As condi¢des utilizadas para a analise de DI-ESI-MS/MS da subfracdo aquosa foram:

fonte de ionizagdo ESI no modo negativo, [ESI(-)], faixa de massa m/z 100-1500 Da, fluxo da
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seringa 3,0 uL min™!, voltagem do capilar 4,5 kV, fluxo do gas de secagem (N2) 5,0 L min™! ,
pressdo de nebulizagdo 20,0 psi e temperatura da fonte de 250 °C. A analise da subfracao
metanol/agua (1:1) foi realizada nas mesmas condi¢des da subfracdo aquosa, exceto o fluxo da
seringa (5,0 uL min) e a temperatura da fonte (300 °C). A subfragdo metandlica nio se
mostrou promissora para o prosseguimento da analise, nas condigdes testadas, por HPLC-DAD
e DI-ESI-MS/MS, portanto, nao foram obtidos os espectros de MS/MS para esta amostra.
Para as analises em MS/MS, os parametros energia de colisdo, amplitude do sinal, tempo
de aquisicdo de dados e radiofrequéncia foram ajustados para cada sinal, a fim de obter
informagdes estruturais maximas a partir do ion precursor. Estas analises permitiram identificar

os compostos 13-22.

2.7 Fracionamento e analise da fracio aquosa da particio do extrato etandlico das folhas
de M. acutifolium
2.7.1 Analise da fraciao aquosa por CCD e HPLC-DAD

A fragdo aquosa quando analisada em CCD utilizando CHCl;/MeOH/H20O (65:30:5,
v/v/v) e como revelador solucdo de Ce(SO4), apresentou machas amarelas caracteristicas de
flavonoides (CHAVES, 1997).

A amostra foi submetida a pré-tratamento (clean-up), utilizando cartucho de extracdo em
fase solida (1,0 x 3,5 cm - Bakerbondspe 7020-03, C-18, 25-40 um, J. T. Baker) e membrana
filtrante de 0,45 um. Uma aliquota de 2 mg foi dissolvida em 1 mL de MeOH/H20 (1:1, v/v) e
aplicada no cartucho, ambientado com o mesmo solvente e eluido com 1 mL de MeOH/H>O
(1:1, v/v), em seguida 20 puL do eluato foi analisado por HPLC-DAD.

O extrato etandlico (EEFMa) e a fracdo aquosa (FAFMa) foram submetidos a andlises
por HPLC-DAD usando a fase mével MeOH/H>0-AcOH (0,2%), na seguinte programacao: 0-
5 min, 30-40% MeOH; 5-7 min, 40% MeOH; 7-12 min, 40-50% MeOH; 12-14 min, 50%; 14-
19 min, 50-60% MeOH; 19-21 min, 60%; 21-26 min, 60-70% MeOH; 26-30 min, 70%; 30-33
min, 70-100% MeOH; 33-35 min, 100%, vazdo 1,0 mL min!, coluna C-18 (250 x 4,6 mm, 5
pm) e A=254 nm.

EEFMa e FAFMa apresentaram perfis cromatograficos idénticos com 15 picos
cromatograficos (Figura 4) e os espectros UV-Vis de cada pico mostraram maximo de
absorgoes nas regioes de 240 a 280 e 300 a 380 nm, indicando que os constituintes pertencem

a classe dos flavonoides (MABRY; MARKHAM; THOMAS, 1970).
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Figura 4 - Cromatograma do extrato etandlico (EEFMa) e da fragdo aquosa (FAFMa) das
folhas. Fase movel: MeOH/H>O-AcOH (0,2%), gradiente: 0-5 min, 30-40% MeOH; 5-7 min,
40% MeOH; 7-12 min, 40-50% MeOH; 12-14 min, 50%; 14-19 min, 50-60% MeOH; 19-21
min, 60%; 21-26 min, 60-70% MeOH; 26-30 min, 70%; 30-33 min, 70-100% MeOH; 33-35
min, 100%, vazdo 1,0 mL min™!, coluna C18 (250 x 4,6 mm, 5 um) e A=254 nm.

2.7.2 Anilise da fracio aquosa da particio do extrato etanolico por DI-ESI-MS/MS

A fragdo aquosa foi analisada por DI-ESI-MS/MS. As condi¢des utilizadas para as
analises foram: fonte de ioniza¢do ESI no modo ion negativo, [ESI(—)], faixa de m/z 100-1500,
fluxo da seringa 3,0 uL min’!, voltagem do capilar 4,5 kV, fluxo do gas de secagem (N2) 9,0 L
min’!, pressdo de nebulizagio 50 psi e temperatura da fonte 350 °C. Para as anélises em MS/MS,
os parametros energia de colisdo, amplitude do sinal, tempo de aquisicdo de dados e
radiofrequéncia foram ajustados para cada sinal, a fim de obter informagdes estruturais a partir

do ion precursor. A andlise por massas permitiu identificar os compostos: 13-16, 18-21 e 25-

27.

2.7.3 Fracionamento da fracio aquosa da particio do extrato etanolico

Seis aliquotas de 500 mg da fragdo aquosa, oriunda da parti¢ao do extrato etanélico, foram
solubilizadas em agua e aplicadas em cartucho de extragdo em fase so6lida (C18, Strata™, 10
g), inicialmente ambientado com agua, e eluidas sucessivamente com 100 mL de cada um dos

seguintes eluentes: H>O (100%), MeOH-H>O (1:1), MeOH (100%) e CHCls (100%). Os eluatos

Carvalho, A. A. Capitulo 3



87

correspondentes de cada extracdo foram reunidos fornecendo as subfra¢des R1, R2, R3 e R4,

respectivamente (Tabela 3 e Esquema 3).

Fracdo Aquosa
(g
Extracdo em fase solida, C18, Strata™, 10 g

H>0 100%, 100 mL ‘MeOH-HzO (1:1), 100 mL ‘MeOH 100%, 100 mL CHCIs 100%, 100 mL

R1 R2 R3 R4
(1302 mg) (1434 mg) (40,8 mg) (19,2 mg)

Esquema 3 - Extracdo em fase solida da fracdo aquosa das folhas de M. acutifolium.

As subfragdes R1 a R4 foram analisada por CCD usando diferentes eluentes e solugao de
Ce(S04)2 como revelador (Figura 5). Manchas amarelas intensas e persistentes foram
observadas para as subfracdes R1 a R3 no eluente CHCl;/MeOH/H>O (60:35:5). As subfragdes
R1 e R2 mostraram-se semelhantes com base nos perfis em CCD e HPLC-DAD, portanto,
foram reunidas. O cromatograma da subfragdo resultante desta reunido (F, 2,7 g) ¢ apresentado

na Figura 6.

r ' Hex/AcOEt (8:2)

r CHCIL,/MeOH (9:1) ' CHCL,/MeOH/H,O (65:30:5)

e B 'v
.

] : 4?

Rl R2 R3 R4J

-

Figura 5 - Cromatoplacas das subfragdes R1 aMR4 da fracdo aquosa da parti¢do do extrato

etanolico. Revelador: solugdo de Ce(SO4)s.

A subfracao F (2,7 g) foi submetida a cromatografia em coluna de Sephadex LH-20
usando MeOH (100%) como eluente, fornecendo ap6s reunido 11 grupos. A analise por HPLC-

DAD, nas mesmas condi¢des usadas para a obten¢do do perfil de EEFMa e FAFMa, permitiu
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selecionar os grupos SF-4, SF-18 e SF-27 para fracionamento em HPLC-UV semipreparativo,

usando fase movel MeOH/H,O-AcOH 0,2% (1:1), isocratico, vazio 4 mL min'! e A=330 nm.

(Esquema 4).
3000
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Figura 6 - Cromatograma da subfra¢do F, proveniente da fragdo aquosa da particdo do extrato

etandlico. Fase moével: MeOH/H,0-AcOH (0,2%), gradiente: 0-5 min, 30-40% MeOH; 5-7

min, 40% MeOH; 7-12 min, 40-50% MeOH; 12-14 min, 50%; 14-19 min, 50-60% MeOH; 19-

21 min, 60%; 21-26 min, 60-70% MeOH; 26-30 min, 70%; 30-33 min, 70-100% MeOH; 33-

35 min, 100%, vazdo 1,0 mL min™!, coluna C18 (250 x 4,6 mm, 5 pm) e A=254 nm.

Os subgrupos SF-27-1 (tr = 16,37 min., A =268 e 350, 5,7 g), SF-27-2 (tr = 14,28 min.,
)= 255 ¢ 357, 3,0 g), SF-18-2 (tr = 9,87 min., A = 265 ¢ 349, 28,8 g) ¢ SF-4-1 (tr = 2,92 min.,
L =268 ¢ 350, 37,0 g) foram analisados por RMN 'H e 13 C-DEPTQ 135° permitindo identificar

os compostos 16 e 22-24.
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F
2.7¢

sucessivas colunas de Sephadex LH-20,
eluente MeOH, resultando em 11 grupos

SF-4 SF-18 SF-27
(403,9 mg) (1,27 g (72,7 mg)
‘ A ‘A ‘ A
SF-4-1 SF-18-2 | |
(37,0 mg) (28,8 mg) SF-27-1 SF-27-2
\LBDI-ESI-MS/MS . (3,0 mg) (5,7 mg)
i l B B
16 24
22 23

A: HPLC-UV, MeOH/H,0-AcOH 0,2% (1:1), C18

B: RMN 'H e *C-DEPTQ 135°

Esquema 4 - Fracionamento cromatografico da subfracdo F resultante da fracdo aquosa do

extrato etandlico das folhas.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Identificacdo dos constituintes quimicos da fracio hexinica da particio do extrato
etandlico das folhas de M. acutifolium

A fracdo hexanica, oriunda da particio do extrato etanolico das folhas, depois de
submetida a analises por CG-EM e RMN 'H e 13C, resultou na identifica¢do de doze compostos:
a-tocoferol (1), colesterol (2), campesterol (3), sitosterol (4), estigmasterol (5), lupeol (6), 3-O-
(E)-p-cumaroil-p-amirina (7, 3-O-(Z)-p-cumaroil-f-amirina (8), 3-0-(E)-p-
cumaroilgermanicol (9), 3-O-(Z)-p-cumaroilgermanicol (10), 3-O-(E)-p-cumaroillupeol (11) e
3-O-(Z)-p-cumaroil-lupeol (12).

3.1.1 Identificacio estrutural do composto 1

O composto 1, corresponde a subgrupo P-25 (31,8 mg), foi isolado como um dleo
amarelo, solivel em cloroférmio (Esquema 2, pag. 82). A analise de P-25 por CCD, eluida com
hexano/AcOEt (8:2) e revelada com solucao de Ce(SOs)z, originou uma tinica mancha amarela.
Este composto foi identificado por meio da analise dos espectros de RMN 'H e *C e por
compara¢do com dados da literatura (CARVALHO et al., 2019a; MATSUO; URANO, 1976).

O espectro de RMN 'H (Figura 7) apresentou um perfil de substincia pertencente a classe
dos tocoferdis, exibindo sinais entre & 0,84 e 0,87 caracteristicos de hidrogénios dos grupos
metilicos da cadeia isoprénica, dois simpletos em & 2,11 e 2,16 sdo correspondentes a
hidrogénios metilicos em anel aromaticos e um terceiro simpleto em & 1,26 de metila em
carbono carbindlico. Observou-se ainda, um tripleto em & 2,60 (J=6,8 Hz) referente aos
hidrogénios metilénicos alfa a anel aromatico, porém, ndo apresentou sinais na regido
caracteristica de hidrogénios aromaticos (& 6-8) indicando um anel totalmente substituido.

O espectro de RMN 3C-DEPTQ 135° (Figuras 8-9, Tabela 3) apresentou 28 sinais, sendo
um deles (0 37,6) correspondente a dois carbonos, permitindo identificar oito carbonos
metilicos (CH3), dez metilénicos (CH>), trés metinicos (CH) e sete carbonos nao hidrogenados
(C). O sinal em o 74,7 foi atribuido ao carbono carbinolico (C-2) e seis sinais a carbonos

arométicos & 117,5 (C-4a), 118,6 (C-5), 121,1 (C-7), 122,8 (C-8), 144,6 (C-6) ¢ 145,7 (C-8a),
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sendo que estes dois ultimos se referem a carbonos ligados a oxigénio (CARVALHO et al.,
2019).

A andlise dos dados de RMN possibilitou atribuir a féormula molecular C29Hs5002, com
equivalente de instauracdo igual a cinco, referente a um anel aromatico e um anel heterociclico.
Os dados de RMN em comparagdo com os relatados por Carvalho et al. (2019) e Matsuo e
Urano (1976) permitiram identificar esta substdncia como sendo o a-tocoferol (1). Este € o
primeiro relato de isolamento e identificagcdo estrutural por RMN do a-tocoferol no género

Machaerium.

Tabela 3 - Dados de RMN 'H e 13C (600 e 150 MHz, 8/ppm, CDCls) de 1

C 1 oc do
dc Multip.? ou a-tocoferol”

2 74,7 C 74,3

3 31,7 CH, 1,78 (m) 31,6

4 20,9 CHz 2,60 (t) 20,8
4a 117,5 C - 117
5 118,6 C - 118,5
6 144,6 C - 144.4

7 121,1 C - 121
8 122,8 C - 122,3
8a 145,7 C - 145.,4

I' 39.9 CH» - 39,8

2' 21,2 CH» - 21,0

3' 37,6° CH» - 37,5

4' 32,9 CH - 32,7

5' 37,6 CH» - 37,5

6' 24,6 CH» - 24,5

7' 37,4 CH» - 37,5

8 32,8 CH - 32,7

9' 37,5 CH» - 37,5
10' 24,9 CH» - 24.8
11 39,5 CHz - 39,4
12' 28,1 CH - 28,0
13' 22.8¢ CH3 - 22,6
Me-C2 23,9 CH; 1,26 (s) 23,8
Me-C4' 19,9 CH; 0,84 (d) 19,7
Me-C8' 19,8 CH;  0,85(d) 19,7
Me-C12' 22,9 CH: 0,87 (d) 22,6
Me-C5 11,4 CH;3 2,11 (s) 11,2
Me-C7 12,4 CH;3 2,16 (s) 12,1
Me-C8 11,9 CH:  2,11(s) 11,8

*Dados obtidos em CDCl3, relatados por Matsuo e Urano (1976). *Multiplicidade obtida dos espectros DEPTQ
135°.
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3.1.2 Identifica¢do estrutural de M1 (compostos 2-6)

O cromatograma de ions totais de M1 derivatizada (M1-d) apresentou quatro picos
(Figura 10). A comparacdo dos espectros de massas correspondentes com os relatados na
literatura, permitiu identificar quatro esteroides: colesterol (2), campesterol (3), sitosterol (4) e
estigmasterol (5). O constituinte com maior abundancia relativa € o estigmasterol com 90,13%

(Tabela 4).
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Figura 10 - Cromatograma de ions totais dos derivados sililados de M1-d.

Tabela 4 - Compostos identificados como derivados sililados em M1-d por CG-EM.

Composto T.R A: N IM-GI”
(min) (%) CH; TMSOH TMSO-C:H; R
ColesterolTMS (2) 4378 0,6 458 443 368 329 345
Campesterol TMS (3) 4526 55 472 457 382 343 345
Sitosterol TMS (4) 45,61 3.8 486 471 396 357 345
Estigmasterol TMS (5) 46,63 90,1 484 469 394 355 345

G: CH3, TMSOH, TMSO-C3Ha, cadeia lateral (R)

Os espectros de massas dos compostos sililados identificados em M1-d apresentam picos
de ions moleculares acrescidos de 73 Da, referente a massa do TMS. Os picos m/z 471/469,

396/394, 357/355 e 345 sdo caracteristicos de esteroides ligado a grupo TMS e correspondem
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a perda de grupos metila (CHsz, [M-15]""), trimetilsilanol (TMSOH, [M-90]"),
propeniltrimetilsilil (TMS-C3Hs, [M-129]") ¢ da cadeia lateral respectivamente, enquanto o
fragmento m/z 129 ¢ caracteristico da fragmentacdo no anel A, conforme Figura 11

(DIEKMAN; DJERASSI, 1967).

m/z 75

N A
5379 m/z -

m/z
4357 4471

5355 5469

Figura 11 - Proposta de fragmentacdo de esteroides sililados sitosterolTMS (4) e

estigmasterolTMS (5). Adaptado de Diekman; Djerassi, 1967.

O cromatograma de ions totais de M1 sem derivatiza¢ao apresentou quatro picos (Figura
12), sendo possivel identificar, por comparagdo dos espectros de massas correspondentes com
os relatados na literatura e com os da biblioteca do aparelho (NISTOS), os esteroides 2-4,
previamente identificadas na amostra derivatizada e o triterpenoide lupeol (6) que ainda ndo
havia sido identificado na analise anterior. Os tempos de retengdo e area percentual dos picos

cromatograficos de M1, sem derivatizacdo, sdo apresentadas na Tabela 5.
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Figura 12 - Cromatograma de ions totais de M1 sem derivatizacao.

Tabela S - Compostos identificados em M1 sem derivatizagao por CG-EM.

Compostos (I:il;) ?‘;:;l (11\\1/[1asc":“1) M*" m/z
campesterol (3) 20,6 0,95 606 400 382(55), 367(92), 283(90), 255(98) ¢ 145(100)
sitosterol (4) 21,9 91,38 919 414 396(100), 381(45), 273(25), 255(50) e 145(98)
estigmasterol (5) 21,1 1,83 766 412 394(80), 379(15), 273(60), 255(100) e 145(50)
lupeol (6) 225 584 713 426 207(100), 218(20), 203(90), 191(95) e 189(90)

Os esteroides possuem padrdo de fragmentacdo semelhante, caracterizado pelas perdas

consecutivas de agua e metila, bem como da cadeia lateral seguida da perda de agua e clivagem

do anel C por Retro Diel-Alder, conforme Figura 13 (WYLLIE, 1977). A presenga do lupeol

(5) ¢ sugerida pelos fragmentos m/z 207, 203 e 189, caracteristicos de triterpenoides de

esqueleto lupano, conforme mostrada na Figura 14 (ASSIMOPOULOU; PAPAGEOORGIOU,

2005).
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Figura 13 - Proposta de fragmentagao de esteroides sitosterol (4) e estigmasterol (5). Adaptado

de Wyllie, 1977.
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Figura 14 - Proposta de fragmentacdo para o lupeol (6). Adaptado de Assimopoulou;
Papageoorgiou, 2005.
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A andlise por CG-EM de M1 antes e depois da reacdo de sililagdo com BSTFA mostrou-
se complementar, permitindo identificar um ntimero maior de compostos. Apds derivatizagao
com N,O-bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA) (PRYTZYK et al., 2003) e analise por
CG-EM revelou ser uma mistura constituida por quatro esteroides: colesterol (2), campesterol
(3), sitosterol (4) e estigmasterol (5) e um triterpenoide: lupeol (6). A mistura de esteroides
sitosterol (4) e estigmasterol (5) e o triterpenoide lupeol (6) foram relatados por Ignoato et al.
(2013) no extrato metandlico das folhas e dos galhos de M. hirtum. O sitosterol (4) foi ainda
isolado do alburno de M. scleroxylon (EYTON et al., 1965), do tronco de M. secundiflorium e
M. kuhlmannii (FORMIGA et al., 1975; OLLIS et al., 1978a) ¢ do cerne de M. villosum
(KUROSAWA et al., 1978). Este ¢ o primeiro relato de identificacdo dos esteroides colesterol

(2) e campesterol (3) no género Machaerium.
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3.1.3 Identificacio estrutural da mistura de 4 e 5

4 R=C2H5
5 R=C2H5, A22

A mistura de 4 ¢ 5 (108,8 mg), correspondente ao subgrupo C-5, foi obtida como um
solido branco, soluvel em cloroférmio (Esquemas 1 e 2). A andlise por CCD, eluida com
hexano/AcOEt (8:2) e revelada com solugdo de Ce(SOs)2, originou uma unica mancha de
coloragdo azul, que com o prolongamento do aquecimento torna-se roxa.

Os compostos 4 ¢ 5 foram identificados pela analise dos espectros de RMN 'H (Figuras
15 e 16) e por comparacio com dados da literatura (CARVALHO et al., 2019a; DE-
EKNAMKUL; POTDUANG, 2003).

O espectro de RMN 'H de 4+5 apresentou um perfil caracteristico de esteroides A°> com
dois simpletos em 6 0,67 e 1,00 correspondentes aos hidrogénios metilicos em carbonos nao
hidrogenados (H-18 e H-19); um multipleto em ¢ 3,52 atribuido ao hidrogénio oximetinico em
C-3 e um dupleto largo em & 5,35 (J=5,1 Hz) de hidrogénio olefinico ligado a C-6. Observou-
se ainda dois duplos dupletos de baixa intensidade em 6 5,01 e 5,15 (J=8,7 e 15,1 Hz) que
sugeriu tratar-se dos hidrogénios olefinicos (H-22 e H-23) da cadeia lateral da substancia 5,
indicando uma mistura.

A comparagdo dos dados de RMN 'H obtidos com os relatados por De-Eknamkul e
Potduang (2003) e Ferreira et al. (2014) permitiu identificar C-5 como sendo uma mistura dos
esteroides sitosterol (4) e estigmasterol (5) na propor¢do de 80:20, sendo a porcentagem de
estigmasterol (5) determinada pela expressao: %(5) = (Ax100)/B, onde A ¢ a integra¢do do
sinal em & 5,02 atribuido a H-23 do estigmasterol (5) e B ¢ integragdo do sinal do hidrogénio
olefinico (H-6, 6 5,35), correspondente aos dois esteroides (4 € 5). A porcentagem do sitosterol

na mistura é, portanto, 100 — % do estigmasterol (5) (VIEIRA JUNIOR et al., 2007).
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3.1.4 Identificacdo estrutural da mistura M2 (compostos 7 - 12)

A mistura de 7-12 (26,8 mg), correspondente ao subfragdo M2, foi obtida como um sélido

amarelado, solivel em cloroformio (Esquemas 1 e 2). A andlise por CCD, eluida com
hexano/AcOEt (8:2) e revelada com solugdo de Ce(SOs)2, originou uma unica mancha de
coloragdo alaranjada.

O espectro de RMN 'H (Figuras 17-20) apresentou um perfil caracteristico de compostos
pertencentes a classe dos triterpenoides, evidenciado pela presenca de um duplo dupleto em &
4,54 (J=4,6 e 11,5 Hz) referente ao hidrogénio oximetinico em C-3, tipico de hidrogénio 3a-
axial em triterpenoides esterificado em C-3 (ARAUJO; CHAVES, 2005; DAVID; DAVID;
GUEDES, 2004). Adicionalmente mostrou um conjunto de simpletos entre o 0,73 e 1,25
correspondentes a hidrogénios metilicos ligados a atomos de carbono saturados e ndo
hidrogenados (ARAUJO; CHAVES, 2005).

Os sinais na regido das olefinas sugeriram a ocorréncia de uma mistura. O tripleto em
5,19 (J=3,4 Hz, H-12) refere-se ao hidrogénio de liga¢do dupla trissubstituida de triterpenoide
com esqueleto olean-12-eno (SOUZA etal.,2001). O dupleto em 6 4,86 (J=5,2 Hz) foi atribuido
a H-19 da ligacao dupla trissubstituida de triterpenoide com esqueleto olean-18-eno (AWAN;
YASIN; MINHAS, 2013). Os simpletos largos em 4,56 e 4,68, caracteristico de hidrogénios
em ligacdo dupla gem-dissubstituida, foram atribuidos a H-29a e H-29b do esqueleto lup-
20(29)-eno (AWAN; YASIN; MINHAS, 2013).

O espectro de RMN 'H apresentou também dupletos em & 5,83 (1H, J=12,7 Hz, H-2") e
6,83 (1H, J=12,9 Hz, H-3") caracteristicos de sistema carbonilico a,fB-insaturado com
configura¢do Z. Adicionalmente observou-se dois dubletos em 6 6,79 (J=8,6 Hz) e 7,63 (J=8,5
Hz) indicativos de anel aromatico para-dissubstituido possibilitando sugerir a esterificacdo das
unidades triterpénicas com o grupo Z-p-cumaroila. Observou-se ainda, dois dupletos de menor
intensidade em & 6,30 (1H, J=15,9 Hz, H-2") e 7,61 (1H, J=17,8 Hz, H-3"), indicativos de
Carvalho, A. A. Capitulo 3
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sistema carbonilico a,B-insaturado com configuracio £, e um par de dubletos em 6 6,82 (J=8,6
Hz) e 7,43 (J=8,5 Hz) indicativos de anel aromético para-substituido, sugerindo a esterificacao
das unidades triterpénicas também com o grupo E-p-cumaroila (ULUBELEN et al., 1994;
DAVID; DAVID; GUEDES, 2004).

O espectro de RMN 3C - DEPTQ 135° (Figuras 21-27) apresentou sinais que confirmam
o grupo p-cumaroila. O isdbmero Z apresentou os sinais em 6 166,5 (C-1"), 115,8 (C-2"), 143,1
(C-3Y, 127,6 (C-4"), 132,3 (C-5'/C-9"), 114,9 (C-6'/C-8") e 156,6 (C-7"), enquanto & 167,3 (C-
1), 116,4 (C-2"), 143,9 (C-3"), 127,4 (C-4"), 132,3 (C-5'/C-9"), 114,9 (C-6'/C-8") e 158,5 (C-7")
foram atribuidos ao isomero £ (YANG et al., 2006).

As unidades triterpénicas da mistura foram confirmadas pelos pares de sinais de carbono
olefinicos em d 151,1/109,5; 145,3/121,9; 142,8/129,8 caracteristicos de esqueletos do tipo lup-
20(29)-eno, olean-12-eno e olean-18-eno, respectivamente (OLEA; ROQUE, 1990).

Os dados de RMN !*C (Tabela 6) obtidos para a mistura empregando como modelos os
dados de RMN da B-amirina (MAHATO; KUNDU, 1994) e o dos isdmeros (£/Z)-p-cumaroil
(YANG et al., 2006) permitiu propor a estrutura dos compostos 7 ¢ 8 como sendo 3-O-(E)-p-
cumaroil-B-amirina (7), 3-O-(Z)-p-cumaroil-f-amirina (8). Os compostos 9 ¢ 10 tiveram suas
estruturas propostas como 3-O-(E)-p-cumaroilgermanicol (9) e 3-O-(Z)-p-cumaroilgermanicol
(10) por comparacgdo dos dados de RMN obtidos (Tabela 6) com os relatados por Yang et al.
(2006). A comparacao dos dados de RMN (Tabela 6) dos compostos 11 e 12 com os modelos
acetato de lupeol (PERFEITO et al., 2005) e isdmeros (£/Z)-p-cumaroil (YANG et al., 2006)
permitiu propor a estrutura 3-O-(E)-p-cumaroillupeol (11) e 3-O-(Z)-p-cumaroillupeol (12).

Este ¢ o primeiro relato dos compostos 7-12 na familia Fabaceae.
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Tabela 6 - Dados de RMN 3C-DEPTQ 135° para a mistura M2 (compostos 7-12) (CDCls,

150 MHz)
C oc (ppm)

7 8 B1 B2 B3 9 G1 10 G2 11 12 L1
1 386 386 387 - - 38,6 387 386 387 386 386 384
2 275 275 273 - - 27,5 23,6 275 23,7 275 27,5 236
3 80,9 80,9 79,0 - - 81,00 81,0 81,00 81,0 81,00 81,00 80,9
4 386 386 388 - - 38,6 38,1 386 379 386 386 37,7
5 556 556 553 - - 553 556 553 55,7 553 553 553
6 18,15 18,15 185 - - 18,3 182 183 182 182 182 181
7329 329 328 - - 34,7 346 347 345 343 343 343
8 386 386 388 - - 40,0 40,8 40,0 40,8 40,8 40,8 409
9 47,5 47,5 477 - - 51,1 51,1 51,1 51,1 503 50,3 50,3
10 379 379 376 - - 37,1 372 371 372 371 37,1 371
11 237 237 236 - - 21,1 212 21,1 21,1 2L,1 21,1 209
12 1216 1216 121,8 - - 263 262 263 262 253 253 250
13 1452 1452 1451 - - 3840 384 3840 384 383 383 380
14 41,38 41,38 41,8 - - 433 434 433 433 433 433 429
15 262 262 262 - - 2752 275 2752 275 275 215 275
16 269 269 27,0 - - 38,0 374 380 374 356 356 355
17 324 324 325 - - 345 344 345 344 436 43,6 43,0
18 472 472 474 - - 142,7 1427 142,77 14277 483 483 482
19 468 468 469 - - 1299 1298 1299 1298 48,0 48,0 48,0
20 314 314 31,1 - - 32,6 324 326 324 151,0 151,0 1509
21 342 342 348 - - 332 334 332 334 298 298 298
22 374 374 372 - - 37,6 37,7 376 37,7 404 404 40,0
23 282 282 2872 - - 28,0 280 280 280 282 282 280
24159 159 155 - - 156 15,5 156 16,1 156 156 16,5
25 156 156 156 - - 16,1 16,1 16,1 16,5 162 162 16,1
26 168 168 16,9 - - 16,8 16,7 168 168 159 159 16,0
27 259 259 260 - - 146 14,6 146 14,6 145 14,5 144
28 284 284 284 - - 255 253 255 253 180 18,0 18,1
29 333 333 333 - - 31,1 314 31,1 314 1094 1094 109,3
30 23,8 238 237 - - 292 292 292 292 195 19,5 192
1' 1673 1665 - 1673 1665 1673 167,3 166,5 1665 1673 1665 -
2' 1164 1158 - 1164 1180 1164 1164 1158 1180 1164 1158 -
3' 1439 143,01 - 1440 143,0 1439 1440 143,1 143,0 1439 143,1 -
4 1274 1276 - 1274 1277 1274 1274 1276 1277 1274 1276 -
51323 1323 - 1299 1323 1323 1299 1323 1323 1323 1323 -
6 1149 1149 - 1158 1149 1149 1158 1149 1149 1149 1149 -
7 1585 1566 - 1576 156,55 1585 157,6 156,6 156,5 158,5 156,6 -
8 1149 1149 - 1158 1149 1149 1158 1149 1149 1149 1149 -
9" 1323 1323 - 1299 1323 1323 1299 1323 1323 1323 1323 -

B1 = modelo B-amirina (Mahato e Kundu, 1994); B2 = (E)-p-cumaroil (Yang et al., 2006); B3 = (Z)-p-cumaroil
(Yang et al., 2006); G1 = 3-O-(E)-p-cumaroilgermanicol; G2 = 3-O-(Z)-p-cumaroilgermanicol (Yang et al.,
2006); L1 = modelo acetato de lupeol (Perfeito et al., 2005).
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3.2 Identificacdo dos constituintes quimicos da fracdo acetato de etila da particio do
extrato etanolico das folhas de M. acutifolium
3.2.1 Identificacio dos constituintes quimicos da subfracio H20 por DI-ESI-MS/MS

A subfracdo aquosa, oriunda fracdo acetato de etila (FAEFMa) do extrato etandlico das
folhas (EEFMa), depois de analisada por inser¢do direta em espectrometro de massas com
ionizagdo por electrospray (DI-ESI-MS/MS), no modo negativo, ¢ mostrada no fingerprint,
conforme Figura 28. Esta andlise resultou na identificacdo de dez compostos: quercetina-3-O-
ramnosil-(1—2)-[ramnosil-(1—6)]-hexosil-7-O-ramnosideo (13), quercetina-3-O-ramnosil-
(1—-6)-hexosil-7-O-ramnosideo  (14), quercetina-3-O-ramnosil-(1—6)-hexosideo  (15),
canferol-3-O-ramnosil-(1—3)-ramnosil-(1—2)-[ramnosil-(1—6)]-hexosil-7-O-ramnosideo
(16), canferol-3-ramnosil-7-[6-feruloil-hexosil-(1—3)-ramnosideo] (17), canferol-3-O-
ramnosil-(1—2)-[ramnosil-(1—6)]-hexosil-7-O-ramnosideo  (18), canferol-3-O-ramnosil-
(1—6)-hexosil-7-O-ramnosideo (19), canferol-3-O-ramnosil-(1—6)-hexosideo (20), canferol-

3-O-hexosideo (21) e acido 8(17),13-labdadieno-15,19-didico (22) (Tabela 7 e Figuras 29).
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Figura 29 - Constituintes quimicos identificados da subfracdo aquosa da fragdo acetato de etila

do extrato etandlico das folhas.
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Tabela 7 - Constituintes quimicos identificados na subfragdo aquosa oriunda da fracao
acetato de etila por DI-ESI-MS/MS.

Férmula
molecular

Compostos [M-HJ MS" (%) Referéncia

MS2[901]: 755(100), 739(6), 609(14)

593(20), 447(2), 301(15) Bamawa, Ndjele,
MS3[755]: 609(26), 593(10), 447(1) Foma, 2016
301(54), 271(30)

MS2[755]: 609(100), 593(7), 447(6)

quercetina-3-0O-ramnosil-(1—2)-
[ramnosil-(1—6)]-hexosil-7-O-  C39Hs0024 901
ramnosideo (13)

quercetina-3-0O-ramnosil-(1—6)- CuHaoOm 755 301(21),271(3) Crupi, Genghi,
hexosil-7-O-ramnosideo (14) MS3[609]: 593(6), 301(100), 271(23),  Antonacci, 2014
227(10)
MS2[609]: 591(8); 463(5); 426(5);
. . 379(4); 343(4); 301(100), 179(3) Carvalho et al;
gzz;zg:gggram‘”ﬂ'(l_’6)' CoH30O1s 609 MS®[301]: 299(28); 285(13); 280(38);  2019b; Ablajan
255(30); 227(10); 207(3); 193(6); etal., 2006

179(100); 151(65)

MS2[1031]: 959(3); 885(91); 766(3);
canferol-3-O-ramnosil-(1—3)- 739(100); 593(4)
ramnosil-(1—2)-[ramnosil- MS3[885]: 739(100); 721(10); 593(4) Veitch, Kite,

CssHe0O27 1031

(1—6)]-hexosil-7-O-ramnosideo MS*[739]: 638(4); 575(545); 473(6); Lewis, 2008
(16) 393(39); 327(24); 284(100); 255(42);
227(6)

MSZ2[915]: 880(5); 769(100); 739(17);

593(50); 531(3); 412(3)

MS? [769]: 607(27); 593(100); 469(19);  Mizuno et al.,
409(4); 367(4); 285(24); 241(6) 1990
MS*[593]: 447(3); 357(6); 327(16);

285(100); 255(20); 229(4)

canferol-3-ramnosil-7-[6-
feruloil-hexosil-(1—3)- C4H48022 915
ramnosideo] (17)

canferol-3-O-ramnosil-(1—2)- MS?[885]: 739(100), 593(2) Bresciani et al
[ramnosil-(1—6)]-hexosil-7-O-  Cis9Hs0023 885  MS3[739]: 593(25), 575(73), 285(100), 2015 N
ramnosideo (18) 255(49)
. MS?[739]: 593(100), 447(1), 285(3) .
canferol-3-O-ramnosil-(1—6)- Morchid et al.
H MS3 : 1), 447(4), 285(1 ’
hexosil-7-O-ramnosideo (19) CosHuOw 739 ST5931: 575(1), 447(4), 285(100), 2014

255(21)
MS?[593]: 447(81), 285(100), 284(31),
C27H30015 593 257(4), 227(10)

canferol-3-O-ramnosil-(1—6)- Crupi, Genghi,

hexosideo (2 Antonacci
exosideo (20) MS*[447]: 327(7), 285(100), 255(16)  *ntonacci, 2014
MS?2 [447]: 429(7); 402(14); 379(7);
Ye; Yan;
357(17); 338(6); 285(100); 255(5); 2%0 Sar(‘:rfulo
canferol-3-O-hexosideo (21)  CaHaOn 447  223(6); 195(4); 178(3); 163(5) Ge’nghip’
MS? [285]: 270(44); 255(100); 241(38):; :
S7[285]: 270(44); 255(100); 241(38); Antonacci, 2014

199(40); 175(38)

O composto 15 m/z 609,0 [M-H] apresentou MS? com ions fragmentos em m/z 463 [M-
H-146] e 301 [M-H-308] indicando a perda de ramnosil (146 Da) e hexosil (162 Da),
respectivamente, caracteristicos da quercetina-3-O-ramnosil-(1—6)-hexosideo (15) (Figuras

30 € 31). O MS? do ion m/z 301 [M-H] apresentou ions fragmentos m/z 271, 179, 151
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confirmando a quercetina como aglicona (DING et al., 2008; CARVALHO et al; 2019). Este ¢

possivelmente o primeiro relato do composto 15 no género Machaerium.

Intens. | -MS2(609.0), 0.4min #23
o] A
100 4 301.0
804
60+
40
564.1
20 1 426.2 463.1 591.2
256. 9 3252 378.9 537.1
o T T ]
0 i \ | | l l s l | l ll
100 500 600 mz
Intens. | B -MS3(609.0->301.0), 1.3min #52
[%]
100 178.8
80 -
150.9
60+
40 270.8
254.9 299.0
20
227.6 2850
120. .
106.9 0.9 168.8 192.8 206.9 I 238.9
0 T T T lI ‘ l T l l T l T l T
75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 mz

Figura 30 - Espectros de massas MS? (A) e MS? (B) dos ions m/z 609 e 301 referentes a rutina
(15).

Dois derivados glicosilados da quercetina-3-O-ramnosil-(1—6)-hexosideo (15) também
foram identificados, correspondentes aos ions precursores m/z 901 [M-H] e 755 [M-H]. Os
espectros MS? destes ions precursores apresentaram o ion fragmento m/z 609 indicando a perda
de duas e uma unidade ramnosil, respectivamente (Figura 32). Os seus espectros de MS?
mostraram fragmentagdes idénticas a atribuida a quercetina-3-O-ramnosil-(1—6)-hexosideo
(15, m/z 609), sugerindo o composto quercetina-3-O-ramnosil-(1—2)-[ramnosil-(1—6)]-
hexosil-7-O-ramnosideo (13) e quercetina-3-O-ramnosil-(1—6)-hexosil-7-O-ramnosideo (14)
(BAMAWA, NDIJELE, FOMA, 2016; CRUPI, GENGHI, ANTONACCI, 2014). Este ¢

possivelmente o primeiro relato dos compostos 13 e 14 no género Machaerium.
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Figura 31 - Proposta de fragmentagdo para o flavonol quercetina-3-O-ramnosil-(1—6)-

hexosideo (15, m/z 609).
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Intens. | A -MS2(901.0), 0.2min #11
[%]
100 755.2
80 |
60 |
40
20 301.0 609.1
270.8 | 325.0 409.1 540.1 635.1 720.0 821.3
* 358.8 14529 4929 : ] 866.3 9152 g59. 3
04 ‘lh.ILIL“kII‘Il’“ \ ]
200 300 400 500 600 700 800 900 m/z
Intens. | B “MS2(755.0), 14.4min #464
[%]
1004 609.1
80
60 |
40 ]
719.3
20 300.9
367.1
397.0 447.0 4870 5189 5932 &350 735.3757.2
270.9 I I h 430 1 46437 671.8
0 Ly ) l | Al A Inl
200 300 400 500 600 700 mz

Figura 32 - Espectros de massas MS? dos ion m/z 901 (A) e 755 (B) referente a quercetina-3-
O-ramnosil-(1—2)-[ramnosil-(1—6)]-hexosil-7-O-ramnosideo  (13) e  quercetina-3-O-

ramnosil-(1—6)-hexosil-7-O-ramnosideo (14).

O composto 17 com ion precursor m/z 915 [M-H], apresentou MS? com ion fragmento
em m/z 769 [M-H-146]", correspondente a perda de ramnosil (146 Da). O MS? (m/z 769)
mostrou o ion fragmento 593 [M-H-176] correspondendo a perda de residuo de feruloil (176
Da), enquanto, 0 MS* (m/z 593) mostrou o ion fragmento 285 [M-H-308]", correspondente as
perdas de ramnosil (146 Da) e hexosil (162 Da) (Figura 33). Este composto foi identificado
como canferol-3-ramnosil-7-[6-feruloil-hexosil-(1—3)-ramnosideo] (MIZUNO et al., 1990).

Este ¢ possivelmente o primeiro relato do composto 17 no género Machaerium.
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Intens.
[%] A
100

80
60 |
40

20

285.0

593.1

43114631 5121
Al.hn.llnlll 1

“MS2(915.0), 7.1min #226

769.3

739.3
917.2

‘ 883.3 J
VTN N W N all

200 300 400

500 600

800 900 mz

Intens. |
[%] B

100
80
60

40

285.0

20

241.0

0 ) W Y

469.1

367.1 409.0

-MS3(915.0->769.0), 8.1min #256

593.1

607.1

200 250 300

350 400 450
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550 600 650 700 mz

Intens.
[%] C
100

80
60 |
40

20

229.0

04
100 200
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N |
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R

300

400
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Figura 33 - Espectros de massas MS? (A), MS? (B) e MS* (C) dos ions m/z 915, 769 e 593

referentes ao canferol-3-ramnosil-7-[6-feruloil-hexosil-(1—3)-ramnosideo] (17).
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O espectro de MS? do ion precursor m/z 1031 [M-H]" mostrou os ions fragmentos m/z
885 [M-H-146] e 739 [M-H-292] indicando a perda de uma e duas unidades de ramnosil,
respectivamente. O MS? (m/z 885) apresentou os ions fragmentos m/z 739 [M-H-146] e 593
[M-H-292] indicando perda de uma e duas unidades ramnose, respectivamente (Figura 34),
enquanto m/z 285 e 255 indicou canferol como uma aglicona, sugerindo o flavonoide canferol-
3-O-ramnosil-(1—3)-ramnosil-(1—2)-[ramnosil-(1—6)]-hexosil-7-O-ramnosideo (16)
(VEITCH, KITE, LEWIS, 2008).

Os ions precursores m/z 885, 739, 593 e 447 sdo derivados do composto 16, porque eles
mostram uma diferen¢a nos valores m/z correspondentes de uma a quatro unidades de ramnose,
respectivamente. Isso sugere os flavondis canferol-3-O-ramnosil-(1—2)-[ramnosil-(1—6)]-
hexosil-7-O-ramnosideo (18), canferol-3-O-ramnosil-(1—6)-hexosil-7-O-ramnosideo (19),
canferol-3-O-ramnosil-(1—6)-hexosideo  (20), canferol-3-O-hexosideo (21), o que ¢
confirmado pelo MS? desses ions fragmentos (BRESCIANI et al., 2015; MORCHID et al.,
2014; CRUPI, GENGHI, ANTONACCI, 2014; YE; YAN; GUO, 2005) conforme mostrado na
Tabela 9.

Inte[r;/si ] “MS2(1031.0), 2.4min #97
b

100

739.2

804 885.3

60 -
40+

20 |

356.9 5932 679.3 827.4 916.4 958.3 1033.5
0 bl .‘ W wl l}.., NN BN WY | ol FIMEER B

200 300 400 500 600 700 800 900 1000 m/zI

Figura 34 - Espectros de massas MS? do ion m/z 1031 referentes ao canferol-3-O-ramnosil-

(1—3)-ramnosil-(1—2)-[ramnosil-(1—6)]-glucosil-7-O-ramnosideo (16).

O composto 21 (Figura 35) m/z 447 [M-H]", mostrou ion fragmento m/z 285 [M-H-162]
, correspondente a perda da hexosil (162 Da). O MS? do ion m/z 285 [M-H] apresentou ion
fragmento principal com m/z 255 [M-H-HCHOY, atribuido como perda de carbonila em C-3

(30 Da), confirmando a identificagdo do composto como canferol-3-O-hexosideo (astragalina)
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(ENGELS et al., 2012; YE; YAN; GUO, 2005). Este ¢ o primeiro relato dos flavonoides 16,

18-21 no género Machaerium.

intens. o _MS2(447.0), 11.2-11.3min #(328-332)
[%]
100 284.9
80 -
60 -
40
401.1
20
144.9 162.9178.9 42924451
0- ol . " .
150 200 250 300 350 400 450 mz
'merl/S- B ~NIS3(447.0->285.0), 11.7-12.1min #(343-350)
[%]
100 254.9
80 -
60 -
269.9
240.9 2830
40 4 174.9
198.9 216.9
150.9
20
J 132.9 226.9
106.9 k 184.9
0 { N ) I.nl.l Im.ll.. \ i .
100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 mz

Figura 35 - Espectro de massas MS? (A) e MS? (B) dos ions m/z 447 e 285 referente ao canferol-
3-O-hexosideo (21).
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3.2.2 Identificacdo dos constituintes quimicos da subfracio metanol-agua (1:1) oriunda
da fracao acetato de etila por DI-ESI-MS/MS

A subfracdo metanol-dgua (1:1), oriunda da FAEFMa do EEFMa, apos analisada por
DI-ESI-MS/MS, no modo negativo, ¢ mostrada no fingerprint, conforme Figura 36. Esta analise
resultou na identificagdo de oito compostos: quercetina-3-O-ramnosil-(1—2)-[ramnosil-
(1—6)]-hexosil-7-O-ramnosideo (13), quercetina-3-O-ramnosil-(1—6)-hexosil-7-O-
ramnosideo (14), canferol-3-O-ramnosil-(1—3)-ramnosil-(1—2)-[ramnosil-(1—6)]-hexosil-7-
O-ramnosideo  (16), canferol-3-ramnosil-7-[6-feruloil-hexosil-(1—3)-ramnosideo] (17),
canferol-3-O-ramnosil-(1—2)-[ramnosil-(1—6)]-hexosil-7-O-ramnosideo (18), canferol-3-O-
ramnosil-(1—6)-hexosil-7-O-ramnosideo (19) (Tabela 8 e Figura 36). Todos estes compostos

foram identificados na subfracdo aquosa oriunda da fragdo acetato de etila.

Intens. | -MS, 7.2-23.6min #(180-693)
[%]

100 9153

80

885.3

60 |

40 901.3

1031.4
1061.4 1091.4
959.4

20

739.2 11774

813.3 835.3 859.3

700 750 800 850 900 950 1000 1050 1100 1150 mz

Figura 36 - Fingerprint da subfragdo metanol-agua (1:1) da FAEFMa do EEFMa obtido por
DI-ESI-MS/MS, no modo negativo.
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Tabela 8 - Constituintes quimicos identificados na subfragdo metanol-dgua (1:1) oriunda da
fracdo acetato de etila por DI-ESI-MS/MS.

Composto Formula ;. MS" (%) Referéncia
molecular
quercetina-3-O-ramnosil- MS?[901]: 755(100), 739(6), 609(14) 593(20), Bamawa,
(I=2)-framnosil-(1—6)- o 0 g0 447(2), 301(15) Ndjele,
hexosil-7-O-ramnosideo W0 MS3[755]: 609(26), 593(10), 447(1) 301(54), Foma,
(13) 271(30) 2016.

. . 2 ) Crupi,
quercetina-3-O-ramnosil- MS?[755]: 609(100), 593(7), 447(6) 301(21), Geneh:
(1—6)-hexosil-7-O- C3HaoO 755 271(3) Ao ng;l e
ramnosideo (14) MS?[609]: 593(6), 301(100), 271(23), 227(10) 014

2 . . . . .

canferol 3-O-ramnosil. MS2[1031]: 959(3); 885(91); 766(3); 739(100); '
(1-3)-ramnosil-(1—-2)- 593(4) Veitch,
[ramnosil-(1 »6)]-hexosil.  C*oH02 1031 MS? [885]: 739(100); 721(10); 593(4) Kite, Lewis,
7-O-rammosideo (16) MS* [739]: 638(4); 575(545); 473(6); 393(39); 2008

327(24); 284(100); 255(42); 227(6)

MSZ2[915]: 881(5); 769(100); 739(17); 593(50);

531(3); 412(3)
canferol-3-ramnosil-7-[6- MS’ [769]: 607(27); 593(100); 469(19); 409(4); . .
feruloil-hexosil-(1—>3)-  CssH4802 915  367(4); 285(24); 241(6) al”‘f;‘;g
ramnosideo] (17) MS*[593]: 447(3); 357(6); 327(16); 285(100); ”

255(20); 229(4)
canferol-3-O-ramnosil-
(1=2)-framnosil-(1—6)- 0 goc MS[885]: 739(100), 593(2) Bresciani et
hexosil-7-O-ramnosideo W0 MS[739]: 593(25), 575(73), 285(100), 255(49)  al., 2015
(18)
canferol-3-O-ramnosil- MS2[739]: 593(100), 447(1), 285(3) Morchid et
(1—6)-hexosil-7-0- CasHaoOw 739 \1931503]: 575(1), 447(4), 285(100), 25521) al.,, 2014

ramnosideo (19)

Carvalho, A. A.

Capitulo 3



121

3.2.3 Analise da subfracio metandlica oriunda da fracio acetato de etila por DI-ESI-
MS/MS

A subfra¢do metandlica, oriunda da fragdo acetato de etila do extrato etandlico das
folhas, apos analise por DI-ESI-MS/MS no modo negativo (Figura 37), ndo se mostrou
promissora para a identificagdo dos constituintes quimicos dentro dos parametros utilizados
devido apresentar picos predominantemente atribuido a contaminantes, corroborando a analise

por CCD (Figura 3) e por HPLC-DAD (Figura 4).

Intens. | “MS, 0.0-0.4min #(2-25)
[%]
100 255.1
80 |
60 |
40
20 |
571.5 681.3
- 1054.1 1143.9
3392 401.3 J |, 7734 706 476 1
0 L .m.“,hl ol alade Lia A Ml s Moo bbbk ath ol "
T T T T T T T
200 400 600 800 1000 1200 1400 mz

Figura 37 - Fingerprint da subfragdo metanolica da FAEFMa do EEFMa obtido por DI-ESI-
MS/MS, no modo negativo.
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3.3 Identificacdo dos constituintes quimicos da fracio aquosa da particio do extrato
etandlico das folhas de M. acutifolium por DI-ESI-MS/MS

O fingerprint da fragdo aquosa (Figura 38), obtido por DI-ESI-MS/MS, indicou a
presenca dos flavonois 13-16 e¢ 18-21, isoflavonoides genisteina (25) e daidzeina-8-C-
glicosideo (26) e biflavonoide morelloflavona (27) (Figura 39 e Tabela 9). Os compostos 13-
16 e 18-21 foram identificados nas subfragdes aquosa e metanol-agua (1:1) oriundas da fracao

acetato de etila das folhas.

Intens.

-MS, 0.1-0.8min #(3-49
%1 A min #(3-49)
120

_ (18)
100 J 885.4
80 | (19)

| 739.3

60—

40 4

20(15)

| 609.2

958.3976.4
645.2 667.2 701.3 723.2 1011.3

600 650 700 750 800 850 900 950 1000 1050 m/z

Intens.
[%] 1

100

B -MS, 0.1-0.5min #(4-29)

80+

283.2
60 |

255.1

40+

27 (20)
20 3111 (26) 21 3 T
3391 f 474.9 51525301 5530 s0a2 )

250 300 350 400 450 500 550 600 mz

Figura 38 -Fingerprint da fragdo aquosa obtido por DI-ESI-MS/MS. Expansao m/z 600 a 1100
(A) e m/z 200 a 600 (B).
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Figura 39 - Constituintes quimicos

folhas.
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OH O OH O
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Tabela 9 - Constituintes quimicos identificados na fracdo aquosa da particdo do extrato
etanolico por DI-ESI-MS/MS.

Compostos l\;gienclllllllzr [M-H]~ MS" Ref.
quercetina-3-O-ramnosil- MS?[901]: 755(100), 739(6), 609(14)
(1—2)-[ramnosil- CioHs00 901 593(20), 447(2), 301(15) Bamawa, Ndjele,
(1—6)]-hexosil-7-O- WHR0L MS?[755]: 609(26), 593(10), 447(1) Foma, 2016.
ramnosideo (13) 301(54), 271(30)
quercetina-3-O-ramnosil- 1;/([)512([2715)%761(35100)’ 393(7), 447(6) Crupi. Genahi

. R rupl, Genghi,
E;H_l’n?;?;;"alg'o CasHaoO T35 MSI[609]: 593(6), 301(100), 271(23),  Antonacci, 2014

227(10)

MS2[609]: 591(8); 463(5); 426(5);
querceting-3-O-ramnosil- 379(4); 343(4); 301(100), 179(3) Carvalho et al;
(16)-hexosideo (15) C27H30016 609  MS?[301]: 299(28); 285(13); 280(38);  2019; Ablajan et

255(30); 227(10); 207(3); 193(6); al., 2006

179(100); 151(65)

MS2[1031]: 959(3); 885(91); 766(3);
739(100); 593(4)
MS? [885]: 739(100); 721(10); 593(4)  Veitch, Kite,

canferol-3-O-ramnosil-
(1—-3)-ramnosil-(1—2)-

E:)gzﬁs;lg;gﬂw deo CasHaoOzr 1031 \yq 19391 638(4); 575(545): 473(6);  Lewis, 2008
16) 393(39); 327(24); 284(100); 255(42);

227(6)

canferol-3-O-ramnosil-

2 .
(2. [rammosil. MS2[885]: 739(100), 593(2)

C39H50023 885 MS3[739] 593(25)’ 575(73)’ 285(100), BreSCIanl et al.,

(1—6)]-hexosil-7-0O- 2015
ramnosideo (18) 255(49)

canferol-3-O-ramnosil- MS?[739]: 593(100), 447(1), 285(3) Morchid et al
(1—6)-hexosil-7-0O- C33H40019 739 MS?[593]: 575(1), 447(4), 285(100), 2014 °
ramnosideo (19) 255(21)

MS?[593]: 447(81), 285(100), 284(31),
C27H30015 593 257(4), 227(10)
MS?3[447]: 327(7), 285(100), 255(16)

Crupi, Genghi,
Antonacci, 2014

canferol-3-O-ramnosil-
(1—6)-hexosideo (20)

MS? [447]: 429(7); 402(14); 379(7);

canferol-3-O-hexosideo 357(17); 338(6); 285(100); 255(5); ;(OEOSY aélmgf o
1) C21H200mn1 447 223(6); 195(4); 178(3); 163(5) Genghi,

MS?3 [285]: 270(44); 255(100);

241(38); 199(40); 175(38) Antonacci, 2014

MS2[269]: 241(15), 225(30), 197(25),

genistein (25) Ci5H100s 269 Zhao et al., 2018

143(6)

: : r 2 . 1 .
daidzein-8-C-hexosideo Co1H0o 415 MS-[415]: 397(13), 379(96), 295(4), Ablajan, 2010;
(26) 267(19), 249(14) Zhao et al., 2018

MS?[555]: 429(100), 403(5) Carrillo-Hormaza
morelloflavona (27) C30H20011 555 MS?[429]: 401(100), 295(31) etal., 2016

O espectro de massas da fracdo aquosa apresentou uma série de perdas neutras regulares
de 28 Da, 44 Da, 56 Da, 72 Da e 84 Da, geralmente atribuidas a perdas de CO, CO», 2xCO,
CO+CO; e 3xCO, respectivamente. Estas fragmentagdes sdo caracteristicas de isoflavonoides
(MARCH et al., 2004; ZHAO et al., 2018).

A investigagdo do MS? do m/z 269 [M—H]~ mostrou a presenga dos fragmentos m/z 241
[M—H-CO]", 225 [M-H-CO:]", 197 [M—H-CO>—CO] e 143 [M-H-CsHeO3]" que sao

caracteristicos da genisteina (25), como mostra a proposta de fragmentacdo na Figura 40
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(ZHAO et al., 2018). Embora a genisteina seja um isomero da flavona apigenina os padrdes de
fragmentacdo sdo bem diferentes. Na apigenina sdo observados fragmentos com m/z 151
[M—H—C8H6O]7, 149 [M—H—C7H502]7, 121 [M—H—C8H503]7 e 117 [M—H—C7H4O4]7

(TROALEN et al., 2014).
HO

HO o
Om -CO; (44 Da) -CO (28 Da)

oH OH| -H

m/z 225 OH| - m/z 269 (25)

-CO (28 Da) C6H603 (126 Da)
HO o
l o
!.ﬁ Ta
m/z 197 OH| -H m/z 143

Figura 40 - Proposta de fragmentagdo para o isoflavonoide genisteina (25, m/z 269) (Adaptado
de Zhao et al., 2018).

O MS? do m/z 415 [M-H]~ apresentou os fragmentos m/z 397 [M—H-H>O] ¢ 379
[M—H-H>0—-H>0O]" indicando perdas sucessivas de d4gua que podem caracterizar isoflavonoides
do tipo C-glicosilados (ZHAO et al., 2018). Adicionalmente observou-se os fragmentos m/z
295, 267 e 249 correspondentes as perdas de C4sHeO3, CO e H>O, respectivamente (Figura 41),
0s quais permitem sugerir a presenca da daidzeina-8-C-hexosideo (26) (ABLAJAN, 2010;
ZHAOQ et al., 2018).

m/z 415

O oH| -+

Figura 41 - Proposta de fragmentacdo para daidzeina-8-C-hexosideo (26) (Adaptado de Zhao
etal., 2018).

m/z 249 m/z 267
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O espectro de MS? do ion precursor m/z 555 [M-H]" mostrou os ions fragmentos m/z 429
[M-H-126] indicando a perda de C¢HsO3. O MS? (m/z 429) apresentou os ions fragmentos m/z
401 [M-H-28] e 295 [M-H-134] indicando perda de CO e CsHgO», respectivamente (Figura
42), sugerindo o biflavonoide moreloflavona (27) (CARRILLO-HORMAZA et al., 2016).

HO

m/z 555

m/z 429

OH O
m/z 401

Figura 42 - Proposta de fragmentagdo para o biflavonoide moreloflavona (27).

3.3.2 Elucidacao e/ou identificacio dos constituintes quimicos isolados da fracdo aquosa

oriunda da particio do extrato etandlico

3.3.2.1 Elucidacio estrutural do composto 22

OCH,4
5

O composto 22, correspondente a subfracdo SF-27-1 (3,0 mg), foi isolado como um sélido
amarelo, soluvel em metanol (Esquemas 1, 3 € 4). A estrutura deste composto foi identificada
por meio da anélise dos espectros UV-Vis, RMN de 'H e 3C 1D e 2D (Figuras 43-57, Tabela

10) e por comparagdo com dados relatados na literatura.
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A analise do composto 22 por HPLC-DAD, usando um gradiente de MeOH/H>,0O-AcOH
(0,2%), originou uma banda cromatografica com o tempo de reten¢do em 14,28 min. O espectro
UV-Vis correspondente apresentou absorgdes em 255 e 357 nm que sugerem tratar-se de um
flavonol (Figura 43). A auséncia de um ombro em aproximadamente 300 nm, entre as bandas I
e II, sugere O-glicosilagio em C-3 e C-7 (STEVENSON; NYIENDA; VEITCH, 2010;
VEITCH; KITE; LEWIS, 2008).

mAU (x100)
i A —22 (254 nm) B —II(:I4428 min (22)
140 4

160

1 22 (1,=14.28 min)
120

100
80—

60 - 255 nm

40

14
ZON__N/)L -
0 0 -
T T T T .

v T T r T v
0 5 10 15 20 25 30
Tempo de Retengao (min)

Intensidade (mAU)

357 nm

S T
Figura 43 - Cromatograma obtido por HPLC-DAD (A) e espectro UV-Vis (B) do composto
22. Fase movel: MeOH/H,0O-AcOH (0,2%), gradiente: 0-5 min, 30-40% MeOH; 5-7 min, 40%
MeOH; 7-12 min, 40-50% MeOH; 12-14 min, 50%; 14-19 min, 50-60% MeOH; 19-21 min,
60%; 21-26 min, 60-70% MeOH; 26-30 min, 70%; 30-33 min, 70-100% MeOH; 33-35 min,
100%, vazdo 1,0 mL min™!, coluna C18 (250 x 4,6 mm, 5 pm) € A=254 nm.

O espectro de RMN 'H do composto 22 apresentou perfil caracteristico de substincia da
classe dos flavonoides glicosilados (Figuras 44-47), evidenciado pelos sinais entre & 6,0-8,0 e
entre & 3,2-4,0 correspondentes a hidrogénios em anel aromdatico e de acucares,
respectivamente. Os dupletos em 6 0,94 (J=6,2 Hz) e 1,0 (J=6,1 Hz) juntamente com os
simpletos largos em & 5,42 e 4,29, caracteristicos de hidrogénios em carbonos anoméricos de
acUicares com configuracdo o, sugeriram a presen¢a de duas unidades de a-L-ramnose. O
dupleto em & 5,23 (J=7,7 Hz) sugere a presenca da [3-D-hexose. Foi observado adicionalmente,
dois simpletos em & 3,67 e 3,72 indicativos de hidrogénios de metoxila. O simpleto de baixa
intensidade em & 12,5 foi atribuido ao hidrogénio da hidroxila em C-5 em flavonol (BURNS;
ELLIS; MARCH, 2007; MANGURO; UGI; LEMMEN, 2005; SILVA; CARVALHO; BRAZ-
FILHO, 2009;).
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Na regido de hidrogénios de anel aromatico, o espectro apresentou dois dupletos em o
6,31 (J=1,9 Hz) e 6,65 (J=1,9 Hz), correspondentes a hidrogénios posicionados meta e
atribuidos a H-6 e H-8 do anel A, respectivamente. A presencga de dois dupletos em & 6,72
(J=8,4 Hz, H-5") ¢ 7,46 (J=2,1 Hz, H-2") ¢ de um duplo dupleto em & 7,56 (J=0,7 ¢ 8,5 Hz, H-
6") definiu o padrio 1,3,4-trissubstituido para o anel B.

O espectro de RMN !3C (Figuras 48-51) apresentou 35 sinais, sendo 15 da aglicona, 2 de
metoxila e 17 de trés unidades de agucar. O sinal em 6 17,9 foi atribuido aos carbonos metilicos
(C-6" e C-6""), confirmando a presenga de duas ramnoses, o sinal em 6 177,6 ¢ referente a
carbonila em C-4, enquanto os sinais em ¢ 55,6 ¢ 56,0 confirmam os grupos metoxila em anel
aromatico (MARKHAM; TERNAI, 1976; SILVA; CARVALHO; BRAZ-FILHO, 2009). A
blindagem observada para C-2" (-3,2 ppm), C-3" (-3,7 ppm), C-4" (-2,2 ppm), C-5" (-2,5
ppm) e C-6" (-2,2 ppm) em comparagdo aos dados da rutina permitiu identificar na estrutura
do composto 22 a presenca da P-D-galactose ao invés de B-D-glicose (WENKERT;
GOTTLIEB, 1977).

Os mapas de contornos gHSQC (Figuras 52-54) e gHMBC (Figura 55-57, Tabela 10)
permitiram definir a localiza¢do dos agucares na aglicona.

O mapa de contornos gHMBC (Figura 55-57, Tabela 10) mostrou correlagcdes de H-6 (&
6,31) com C-7 (8 161,6), C-8 (5 94,5) e C-10 (& 105,7), de H-8 (3 6,65) com C-6 (5 99,4), C-7
(6 161,6), C-9 (6 156,1) ¢ C-10 (5 105,7). H-2' (6 7,46) correlaciona-se com C-2 (6 156,9), C-
1' (6 122,1), C-3" (5 148,7) e C-4' (5 144,7), H-6' (6 7,56) com C-2 (5 156,9) e C-5' (116,2),
enquanto H-5' (8 6,72) apresentou correlagdo com C-1' (6 122,1) e C-3' (148,7). Estas
correlagdes confirmam os padrdes de substituicdo, meta para o anel A e 1,3,4-trissubstituido
para o anel B do flavonoide.

A correlagdo entre o hidrogénio anomérico H-1"" (8 4,29) com C-6" (8 65,1) indicou a
presenga de um grupo robinosideo. A posicao deste grupo no C-3 da aglicona foi definido pela
correlagdo de H-1"(8 5,23) com C-3 (6 133,8), enquanto, a correlagdo de H-1" (8 5,42) com C-
7 (6 161,6) mostrou a presenga de uma ramnose em C-7. Adicionalmente, observou-se as
correlagdes dos hidrogénios metoxilicos, 3'-OMe (6 3,72) e 4'-OMe (6 3,67) com C-4" (5 144,9)
e C-3' (6 148,7), respectivamente.

A comparacao dos dados obtidos para as unidades de agucar do composto 22 com 0s
relatados para a robinina (SILVA et al., 2018; SILVA; CARVALHO; BRAZ-FILHO, 2009)

permitiu identificar o flavonoide 3',4'-dimetoxi-3-O-B-D-galactopiranosil-(1—6)-a-L-
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ramnopiranosideo-7-O-a-L-ramnopiranosilflavonol (22). Nao foi encontrado na literatura

relato do composto 22, sendo considerado inédito.

Tabela 10 - Dados de RMN 'H, *C, gHSQC ¢ gHMBC (600 ¢ 150 MHz, DMSO-dp) de 22.

22 gHMBC "Jcu/Hz Isoramnetina-3-
C o/ ] R . O-robinoside-7-
ppm Multip.* On/ppm Jcn Jcn O-ramnosideo®
2 156,9 C H-2'e H-6' 156,5
3 133,8 C H-1" (8 5,23) 133,8
4 177,6 C 178,0
5 160,9 C 161,3
6 99,4 CH 6,31 (d, /=1,9 Hz) H-8 98,8
7 161,6 C H-1" (6 5,42), H-8 e H-6 162,1
8 94,5 CH 6,65 (d, /=1,9 Hz) H-6 95,2
9 156,1 C H-8 157,3
10 105,7 C H-6 ¢ H-8 106,1
1 122,1 C H-2'e H-6' 121,3
2' 1153 CH 7,46 (d, J=2,1 Hz) H-2'e H-6' 113,9
3 148,7 C H-2'e 4'-OMe H-5' 147,5
4 144,9 C H-5'e 3'-OMe H-2' 150,1
5' 116,2 CH 6,72 (d, J=8,4 Hz) H-6' H-3'e H-5' 115,6
6' 120,9 CH 7,56 (dd, J=0,7 e 8,5 Hz) H-2'e H-6' 122,7
3'-OMe 55,6 CH; 3,72 (s) 56,4
4'-OMe 56,0 CH; 3,67 (s) -
1" 98,5 CH 5,42 (sl) 98,5
2" 70,3 CH 70,0
3" 70,5 CH 70,7
4" 71,1 CH 71,6
5" 71,7 CH 69,7
6" 17,9 CH; 0,94 (d; J=6,2) 18,3
" 101,9 CH 523(d; J=17,7) 102,1
2" 70,6 CH 71,0
3™ 73,1 CH 73,2
4™ 68,1 CH 68,4
5" 73,7 CH 73,4
6" 65,1 CH, H-1"" (5 4,29) 65,6
" 100,0 CH 4,29 (s]) 100,1
" 69,9 CH 70,5
3™ 70,1 CH 70,3
4" 72,0 CH 72,3
5" 68,3 CH 68,4
6" 17,9 CH; 1,0 (d; J=6,1) 18,4

*Deslocamentos quimicos em 6 (ppm) obtidos em DMSO-ds e relatados por Silva; Carvalho; Braz-Filho, 2009;
*Multiplicidade obtida dos espectros DEPTQ 135°.
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Figura 45 - Expansdo da regido de 8 6,2-7,7 do espectro de RMN 'H de 22 (DMSO-ds, 600

MHz).
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Figura 46 - Expansdo da regido de 8 2,9-5,5 do espectro de RMN 'H de 22 (DMSO-ds, 600

MHz).
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Figura 47 - Expansdo da regido de 8 0,6-2,6 do espectro de RMN 'H de 22 (DMSO-ds, 600

MHz.

Carvalho, A. A.

Capitulo 3



132

8186'LT —

T¥6S°SS~

986788

99T€'89

£6/8'69

99€T°0L H/
9ELY' 0L
TLE9'0L
18vT'TL
6999°TL
T086'TL
GE60°EL
8969°€L

85996

65Er°66
¥600°00T M
££06°T0T
909501 /"

Es.m:
Nxz.mzv
LE0E'STT
8€8T'9TT

owom.oﬁw
866021

E0EET0ET ~_
0685 TET —
S908'EET

€ES6'YPT —
£LS6L'8VT —
9900°9ST ~
TCy6'9ST —

£906'09T ~
0v£9'19T "

02€9°LLT —

170 160 150 140 130 120 110 100 90
& (ppm)

180
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Figura 51 - Expansdo da regido de 8 54-74 do espectro de RMN 3C-DEPTQ 135° de 22

(DMSO-ds, 150 MHz).
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Figura 52 - Mapa de contornos gHSQC de 22 (DMSO-ds, 600 e 150 MHz).
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Figura 53 - Expansdo da regido de 6 6,0-7,9 do mapa de contornos gHSQC de 22 (DMSO-ds,

600 e 150 MHz).
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Figura 55 - Mapa de contornos gHMBC de 22 (DMSO-ds, 600 e 150 MHz).
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Figura 56 - Expansdo da regido de 6 6,3-7,6 do mapa de contornos gHMBC de 22 (DMSO-

ds, 600 ¢ 150 MHZ).
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Figura 57 - Expansdo da regido de 6 4,2-5,5 do mapa de contornos gHMBC de 22 (DMSO-

ds, 600 ¢ 150 MHz).
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3.3.2.1 Identifica¢io estrutural do composto 23

O composto 23, correspondente a subfracdo SF-27-2 (5,7 mg), foi isolado como um sélido
amarelo, soluvel em metanol (Esquemas 1, 3 € 4). A estrutura deste composto foi identificada
pela anélise dos espectros UV-Vis, HRMS, DI-ESI-MS/MS ¢ RMN de 'H ¢ *C 1D e 2D
(Figuras 58-72, Tabela 11) e por comparacdo com dados relatados na literatura.

A analise do composto 23 por HPLC-DAD, usando um gradiente de MeOH/H>,0O-AcOH
(0,2%), originou uma banda cromatografica com o tempo de reten¢do de 16,27 min e o espectro
UV-Vis correspondente apresentou absorgdes em 264 e 347 nm que sugerem tratar-se de um
flavonol (Figura 58). A auséncia de um ombro em aproximadamente 300 nm, entre as bandas I
e I, sugere O-glicosilagao em C-3 e C-7, pois a presenca de um ombro nesta regido ¢ indicativa
de O-glicosilagdo somente em C-3 (STEVENSON; NYIENDA; VEITCH, 2010; VEITCH;
KITE; LEWIS, 2008).

mAU x 100
600 12
A ——23 (254 nm) B ——,=16.27 min (23)

500 - 23((,=16.27 min) 104

400 — 8

300 6 264 nm
347 nm

Intensidade (mAU)

200 - 4

100 | 24

0 - Ju 04

! " J " T ) T T . T T T T
0 3 10 15 20 25 30 250 300 350 400 450
Tempo de Retengdo (min.) Comprimento de Onda (nm)

Figura 58 - Cromatograma obtido por HPLC-DAD (A) e espectro UV-Vis (B) do composto
23. Fase movel: MeOH/H>0O-AcOH (0,2%), gradiente: 0-5 min, 30-40% MeOH; 5-7 min, 40%
MeOH; 7-12 min, 40-50% MeOH; 12-14 min, 50%; 14-19 min, 50-60% MeOH; 19-21 min,
60%; 21-26 min, 60-70% MeOH; 26-30 min, 70%; 30-33 min, 70-100% MeOH; 33-35 min,

100%, vazdo 1,0 mL min’! coluna C18 e A=348 nm.
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O espectro de massas de alta resolugdo do composto 23 apresentou pico do ion da
molécula desprotonada [M-H]  em m/z 740,2104 Da, consistente com a férmula molecular
C33H40019 (calculado 740,2163, erro: 8,0693 ppm), correspondente a um grau de insaturagao

igual a 15 (Figura 59).
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Figura 59 - Espectro de massas de alta resolu¢do do composto 23.

O espectro de RMN 'H do composto 23 apresentou perfil caracteristico de substincia da
classe dos flavonoides glicosilados (Figuras 61-63), evidenciado pelos sinais entre & 6,0-8,5 e
entre & 3,2-4,0 correspondentes a hidrogénios em anel aromdatico e de acucares,
respectivamente. Os dupletos em & 1,01 (J=6,2 Hz) e 1,07 (J=6,1 Hz), juntamente com os
simpletos largos em & 5,50 e 4,35, caracteristicos de hidrogénios em carbonos anoméricos de
acucares com configuracdo o, sugeriram a presenga de duas a-L-ramnoses. O dupleto em 3 5,31
(J=7,7 Hz) sugere a presenga de uma 3-D-galactose, conforme observado no composto 23.

Na regido de hidrogénios de anel aromatico, o espectro apresentou dois dupletos em o
6,41 (J=2,0 Hz) e 6,77 (J=2,0 Hz), correspondentes a hidrogénios posicionados meta e
atribuidos a H-6 e H-8 do anel A, respectivamente. A presenca de dois dupletos em & 6,83
(J=8,8 Hz, H-3' ¢ H-5") ¢ 8,05 (J=8,8 Hz, H-2' ¢ H-6") definiu o padrao 1,4-dissubstituido para
o anel B. Os simpletos em & 12,56 ¢ 10,20 sugerindo que as posi¢cdes C-5 ¢ C-4',
respectivamente, encontram-se hidroxiladas (BURNS; ELLIS; MARCH, 2007; MANGURO;
UGI; LEMMEN, 2005; SILVA; CARVALHO; BRAZ-FILHO, 2009).
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O espectro de RMN 3C-DEPTQ 135° (Figuras 64-66) apresentou 30 sinais, sendo 13 da
aglicona, com dois deles referentes a dois carbonos e 17 de trés unidades de agtcar. O sinal em
d 17,9 foi atribuido aos carbonos metilicos (C-6" e C-6""), confirmando a presenca de duas
ramnoses € o sinal em & 177,9 é referente a carbonila em C-4.

Os mapas de contornos gHSQC (Figuras 67-68) e gHMBC (Figura 69-71, Tabela 11)
permitiram definir a localizacdo dos agucares na aglicona.

O mapa de contornos gHMBC (Figura 69-71 e Tabela 11) mostrou correlagdes de H-6 (&
6,41) com C-7 (8 161,6), C-8 (5 94,7) e C-10 (& 105,6), de H-8 (3 6,77) com C-6 (4 99,3), C-7
(6 161,6), C-9 (5 157,1) e C-10 (5 105,6), de H-2"/H-6" (6 8,05) com C-2'/C-6' (5 131,1) e C-4'
(6 160,2), H-3'/H-5" (6 6,83) com C-1' (6 120,7), C-3'/C-5' (6 115,1) e C-4' (160,2). Estas
correlagdes confirmam os padrdes de substituicao, meta para o anel A e 1,4-dissubstituido para
o anel B do flavonoide.

A correlagdo entre o hidrogénio anomérico H-1"" (8 4,35) com C-6" (8 65,1) e de H-1"
(0 5,31) com C-3 (6 133,5), indicou a presenca de um grupo robinosideo (O-a-L-
ramnosil(1—6)-f-D-galactosil) ligado ao C-3 da aglicona. A correlagdo de H-1" (6 5,50) com
C-7 (6 161,6) mostrou a preseng¢a de outra unidade de ramnose em C-7.

O composto 23 foi também analisado por DI-ESI-MS/MS e o espectro apresentou pico
para molécula desprotonada [M-H] com m/z 739, bem como ions fragmentos com m/z 593 ([M-
H-146]") e 447 ([M-H-292]") que sdo caracteristicos da perda de uma e duas unidades de
ramnoses, respectivamente (Figura 72). O padrdo de fragmentacdo do m/z 285, observado no
MS* do m/z 739 (Figura 72), confirmou o canferol como aglicona, pela presenga dos ions
fragmentos m/z 257, 255, 239,229, 211 e 187, conforme proposta de fragmentagdo apresentada
na Figura 60 (MARCH; MIAO, 2004).

A comparacdo dos dados de RMN observados mostraram-se consistentes com o0s
relatados por Wenkert e Gottlieb (1977) e Silva et al. (2018), permitindo identificar o flavonoide
canferol-3-O-a-ramnopiranosil(1—6)-B-D-galactopiranosideo-7-O-a-L-ramnosideo (robinina,
23). Este composto foi relatado anteriormente nas folhas de Alternanthera brasiliana
(Amaranthaceae), Strychnos variabilis (Loganiaceae), Atropa beladona (Solanaceae), Robinia
pseudoacacia (Fabaceae), Genipa americana (Rubiaceae) e Melilotus elegans (Fabaceae) e nas
flores de Astragalus falcatus (Fabaceae) (ASRES; EDER; BUCAR, 2000; BRASSEUR;
ANGENOT, 1988; BROCHADO et al., 2003; SILVA et al., 2018; VEITCH et al., 2010;
TSIKLAURI et al., 2012). Este € o primeiro relato da robinina (23) no género Machaerium.
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Figura 60 - Proposta de fragmentagdo do composto 23. Adaptada de Veitch; Kite; Lewis
(2008) e March; Miao (2004).
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Tabela 11 - Dados de RMN 'H, *C, gHSQC ¢ gHMBC (600 ¢ 150 MHz, DMSO-dp) de 23.

23 gHMBC "Jcu/Hz .
C robinina®
Sc/ppm Multip.* 61—1/[)[)111 ZJCH 3.](:1-1
2 156,0 C 156,0
3 133,5 C H-1" (8 5,31) 133,6
4 177,6 C 177,6
5 160,9 C 161,6
6 99,4 CH 6,41 (d, J/=2,0 Hz) H-8 99,5
H-1"(5 5,50),
7 161,6 C H-6 ¢ H-8 160,8
8 94,7 CH 6,77 (d, J/=2,0 Hz) H-6 94,8
9 157,1 C 157,1
10 105,6 C H-6 ¢ H-8 105,7
1' 120,7 C H-3'e H-5' 120,7
2' 131,1 CH 8,05 (d, J=8,8 Hz) H-6' 131,1
3 115,1 CH 6,83 (d, J/=8,8 Hz) H-5' 115,2
4' 160,2 C H-3'e H-5’ H-2'e H-6' 160,1
5 115,1 CH 6,83 (d, J/=8,8 Hz) H-3' 115,2
6' 131,1 CH 8,05 (d, J=8,8 Hz) H-2' 131,1
1" 98,4 CH 5,50 (sl) 98,5
2" 70,3 CH 70
3" 70,6 CH 70,7
4" 71,6 CH 71,8
5" 69,8 CH 69,7
6" 17,9 CH3 1,01 (d; J=6,1 Hz) 18,1
" 101,8 CH 5,31 (d, J=7,7 Hz) 102
A 71,1 CH 71,3
3™ 72,9 CH 73,2
4™ 68,0 CH 68,4
5™ 73,6 CH 73,8
6" 65,1 CH; H-1"" (6 4,35) 65,6
" 100,0 CH 4,35 (sD) 100,1
2m 70,4 CH 70,5
3™ 70,1 CH 70,5
4m 71,9 CH 72,1
5™ 68,3 CH 68,4
6" 17,9 CH; 1,07 (d; J=6,1 Hz) 18,1

*Deslocamentos quimicos obtidos em DMSO-ds e relatados por Wenkert; Gottlieb, 1977 e Silva et al., 2018.
*Multiplicidade obtida dos espectros DEPTQ 135°.
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Figura 68 - Expansado da regido de 6 4,0-8,5 do mapa de contorno gHSQC de 23 (DMSO- db,

600 ¢ 150 MHz).

Carvalho, A. A.

Capitulo 3



[NV

73 72
3 (ppm)

71 7.0 6.9 6.8 6.7 6.6 6.5 6.4

6.3

ko
. T
’ " k20
. “ '
. Ln rd'm F40
' 60
vo,oae il o "
it )
-
‘ . ~
' . . i F100 €
L] L . g
‘ " w
M F120
L ] . '
e
140
. i
L] [ v ks F160
vt .
. 180
. e
: 200
e
P 220
T T T T T T T T T T T T T T T T T T
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
& (ppm)
.
Figura 69 - Mapa de contorno gHMBC de 23 (DMSO- ds, 600 ¢ 150 MHz).
o0
{6.4003,94.5367i
{6.7635,99.4224h
~100
{6.7599,105.5356i {6.4041,105.6220i
110
{6.8228,115.2057
{6.8242,120.4541
1 F120
€
g
8.0481,131.0510 8
-{ ¥ F130 %
140
150
{6.7588,156. 0381
.{8'0493'160-2268} {6.7594,161. % {6.4019,161. 3656i L 1eo
- 8237,160.3181}

146

Figura 70 - Expansdo da regido de 6 4,0-8,5 do mapa de contorno gHMBC de 23 (DMSO- db,

600 ¢ 150 MHz).

Carvalho, A. A.

Capitulo 3



147

{5.3072,133.6391&_

{5.5023,161.4886‘

80

90

r100

110

3 (ppm)

r120

130

140

160

T T T T T
5.7 5.6 5.5 5.4 5.3

5.0
5 (ppm)

Figura 71 - Expansao da regido de 6 4,3-5,7 do mapa de contorno gHMBC de 23 (DMSO- db,

600 e 150 MHz).

Carvalho, A. A.

Capitulo 3



148

Intens. A -MS2(739.0), 0.5min #33
[%]

100 593.1

40 -

20

i 284.9

100 200 300 400 500 600 700 800 900 mz

Inte[r;/sj ] B -MS3(739.0->593.0), 1.4min #69
b
100 4 284.9

80
60

40+
254.9

20
326.9

210.9 300.1
al

100 200 300 400 500 600 nmz

Intens. | C -MS4(739.0->593.0->447.0), 3.2min #121
[%]

100 284.9

80
60 |
40 4

327.0

20+
256.9 298.9

150.9
g 183.0
212.0 339 0357.1 411.0
T | | |
04— : e e W N Ll ; S ; ;
100 150 200 250 300 350 400 450 500 mz
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3.3.2.3 Identifica¢do estrutural do composto 24

O composto 24, correspondente a subfracdo SF-18-2 (28,8 mg), foi isolado como um
solido amarelo, soluvel em metanol (Esquemas 1, 3 e 4). A estrutura deste composto foi
identificada pela analise dos espectros UV-Vis, HRMS, DI-ESI-MS/MS, RMN de 'H e 13C 1D
e 2D (Figuras 73-88, Tabela 12) e por comparagao com dados relatados na literatura.

A analise do composto 24 por HPLC-DAD, usando um gradiente de MeOH/H>O-AcOH
(0,2%), originou uma banda cromatografica com o tempo de reteng¢do de 9,87 min e o espectro
UV-Vis correspondente apresentou absorgdes em 265 e 349 nm que sugerem tratar-se de um
flavonol (Figura 73). A auséncia de um ombro em aproximadamente 300 nm, entre as bandas I
e II, sugere O-glicosilagdo em C-3 e C-7. (STEVENSON; NYIENDA; VEITCH, 2010;
VEITCH; KITE; LEWIS, 2008).

mAU (x100)

A ———24 (254 nm) B —,9.87 min (24)
1 24 (1,=9,87 min)

300

250 — 6

200 +

150 o
265 nm

349 nm

Insensidade (mAU)

100
504

. JJ\J ,\J .
) 5

—_———— e 0L,
10 15 20 25 30

T T T T T T T T
( 250 300 350 400 450
I'empo de retengdo (min) Comprimento de onda (nm)

Figura 73 - Cromatograma obtido por HPLC-DAD (A) e espectro de absor¢do molecular (B)
do composto 24. Fase moével: MeOH/H,O-AcOH (0,2%), gradiente: 0-5 min, 30-40% MeOH;
5-7 min, 40% MeOH; 7-12 min, 40-50% MeOH; 12-14 min, 50%; 14-19 min, 50-60% MeOH;
19-21 min, 60%; 21-26 min, 60-70% MeOH; 26-30 min, 70%; 30-33 min, 70-100% MeOH;
33-35 min, 100%, vazdo 1,0 mL min!, coluna C18, A=348 nm.
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O espectro de massas de alta resolu¢do do composto 24 apresentou pico do ion da
molécula desprotonada [M-H]  em m/z 886,2697 Da, consistente com a férmula molecular
C39H50023 (calculado 886,2743, erro: 5,1711 ppm), correspondente a um grau de insaturagao

igual a 15 (Figura 74).

885.2670 _
100 2861796
= 886.2697
1207857
887.2721
418166
739.2087
231061 915.2768
387.1660  489.1964 617.2065 21352
174.9568 100153 21181 o ﬁ
o,“‘1‘57“3‘3““ "‘“\\““/“.““““““l‘““ .‘\.Lw‘ll‘l‘h“l‘.‘
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Figura 74 - Espectro de massas de alta resolu¢ao do composto 24.

O espectro de RMN 'H do composto 24 apresentou perfil caracteristico de substincia da
classe dos flavonoides glicosilados (Figuras 76-78), evidenciado pelos sinais entre & 6,0-8,5 e
entre & 3,2-4,0 correspondentes a hidrogénios em anel aromdatico e de acucares,
respectivamente. Os dupletos em o 0,69 (J=6,1 Hz), 0,96 (J=6,1 Hz) e 1,04 (J=6,1 Hz)
juntamente com os simpletos largos em d 5,46, 4,96 e 4,27, caracteristicos de hidrogénios em
carbonos anoméricos de agucares com configuragdo a, sugeriram a presenca de trés unidades
de a-L-ramnose, diferenciando dos observados para o composto 23 que sé apresenta duas
ramnoses. O dupleto em & 5,49 (J=7,7 Hz) sugere a presenga da [3-D-galactose, conforme
observados para os compostos 22 e 23.

Na regido de hidrogénios de anel aromatico, o espectro apresentou dois dupletos em o
6,36 (J=2,0 Hz) e 6,72 (J=2,0 Hz), correspondentes a hidrogénios posicionados meta e
atribuidos a H-6 e H-8 do anel A, respectivamente. A presenga de dois dupletos em 6 6,79
(J=8,8 Hz, H-3' ¢ H-5") ¢ 8,01 (J=8,8 Hz, H-2' ¢ H-6") definiu o padrao 1,4-dissubstituido para

0 anel B.
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O espectro de RMN 3C-DEPTQ 135° (Figuras 79-82) apresentou 36 sinais, sendo 13 da
aglicona com dois deles (0 115,6 e 131,4) correspondentes a dois carbonos e 23 de quatro
unidades de agtcar com um deles (6 18,3) correspondente a dois carbonos. Os sinais em o 17,7
e 18,3 (2C) foram atribuidos aos carbonos metilicos, confirmando a presenca de trés ramnoses
e o sinal em 6 177,9 é referente a carbonila em C-4.

Os mapas de contornos gHSQC (Figuras 83-85) e gHMBC (Figura 86 e 87, Tabela 12)
permitiram definir a localiza¢do dos agucares na aglicona.

O mapa de contornos gHMBC (Figura 86 e¢ 87, Tabela 12) mostrou correlacdes a longa
distancia de H-6 (3 6,36) com C-7 (& 162,0), C-8 (5 95,1) e C-10 (5 106,0) e de H-8 (5 6,72)
com C-6 (8 99,3), C-7 (6 162,01), C-9 (5 157,3) e C-10 (3 106,0). O sinal de H-2"/H-6" (5 8,01)
correlacionou com C-4' (6 160,5) e de H-3'/H-5' (6 6,79) com C-1' (6 121,13), C-2'/6' (6 131,4)
e C-4' (160,5). Estas correlagdes confirmam os padroes de substitui¢ao, meta para o anel A e
1,4-dissubstituido para o anel B do flavonoide.

A posicao de uma o-L-ramnose no C-7 de aglicona foi definida pela correlagdo de H-1"
(6 5,46) com C-7 (6 162,0). As correlagdes entre os hidrogénios anoméricos H-1"" (6 4,96) e
H-1"" (6 4,27) com C-2" (& 75,3) e C-6" (6 65,4), respectivamente indicaram a presenca de a-
L-ramnoses ligadas em C-2" ¢ C-6"" da 3-D-galactose.

Embora néo se tenha observado a correlagdo de H-1" (8 5,49) da galactose com C-3 (6
133,4) da aglicona, a posi¢do do grupo a-L-ramnosil-(1—2)-[a-L-ramnosil-(1—6)]--D-
galactosil em C-3 foi definida com base no deslocamento quimico de C-3 que ¢ d=133,5 quando
ligado a agucar e 0=135,5 a hidroxila (MARKHAM; CHARI, 1982). Adicionalmente, os
simpletos de baixa intensidade em 6 12,56 e 10,20 foram atribuidos aos hidrogénios das
hidroxilas em C-5 e C-4', respectivamente (BURNS; ELLIS; MARCH, 2007; MANGURO;
UGI; LEMMEN, 2005; SILVA; CARVALHO; BRAZ-FILHO, 2009).

O composto 24 foi também analisado por DI-ESI-MS/MS e apresentou no espectro pico
da molécula desprotonada [M-H] com m/z 885, ions fragmentos com m/z 739 ([M-H-146]) e
593 ([M-H-292]), caracteristicos da perda de uma e duas unidades de ramnoses,
respectivamente (Figura 88). O MS? do m/z 885 gerou os ions fragmento m/z 593 € 447 que sdo
indicativos da perda de uma e duas unidade de ramnose (JANG et al., 2018; MANGURO; UGI;
LEMMEN, 2005). O padrio de fragmentagio do m/z 285, observado no MS* do m/z 885 (Figura
91), confirmou o canferol como aglicona, pela presencga dos ions fragmentos m/z 257, 255, 239,
229, 211 e 187, conforme proposta de fragmentagdo apresentada na Figura 75 (MARCH;
MIAO, 2004).
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A analise dos espectros RMN e comparagdo com os dados relatados na literatura (KITE;
STONEHAM; VEITCH, 2007; YAHARA; KOHJYOUMA; KOHODA, 2000) permitiu
identificar o flavonoide canferol-3-O-a-L-ramnosil-(1—2)[a-L-ramnosil-(1—6)]--D-
galactosil-7-O-o-L-ramnosideo (astrasikokiosideo 1, 24). Este composto foi relatado
anteriormente nas partes aéreas de Astragalus shikokianus e nas folhas de Styphnolobium
Jjaponicum, ambas pertencentes a familia Fabaceae (KITE; STONEHAM; VEITCH, 2007;
YAHARA; KOHJYOUMA; KOHODA, 2000). Este ¢ o primeiro relato da astrasikokiosideo I

(24) no género Machaerium.

oH| -+ OH| -+
-Rha
OR 146 Da
OH O 146 Da OH O OH O
m/z 885 (24) m/z 739 m/z 593
R1 = Rha R1 = Rha R2 - Rha1'6Ga|
R, = Rha'?(Rha"®)Gal R, = Rha'Gal
146 Da | -Rha
ol H
| " g
HO. o) OH| -H O o
o+ HO Gal O |
<° - OR,
OH O
OH 28 Da 162 Da
m/z 447
OH OH O R2 = Gal
m/z 257 m/z 285
\CHZO
30 Da
28 Da l -CO 42 Da l -C,H,0
HO (6]
O H HO O o} O
OH O ”OI—H -H
OH OH O o
m/z 229 m/z 243 m/z 255
18 Da l -H,0 l
56 Da | -2xCO
HO (@]
O -H
RO
® GGy
OH OH
m/z 211 m/z 187

Figura 75 - Proposta de fragmentag¢ao do composto 24. Adaptada de March; Miao (2004) e
Veitch; Kite; Lewis (2008).
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Tabela 12 - Dados de RMN 'H, *C, gHSQC ¢ gHMBC (600 ¢ 150 MHz, DMSO-dp) de 24.

24 gHMBC "Jcu/Hz
C ocs . astrasikokiosideo I*
Multip.* Sw/ppm 2Jcu 3Jcn
ppm
2 156,4 C 158,0
3 1334 C 133,6
4 177,9 C 178,1
5 161,3 C 161,3
6 99,4 CH 6,36 (d, /=2,0 Hz) H-8 99,8
H-1" (5 5,46),
7 1620  C o 6(e g ) 162,1
8 95,1 CH 6,72 (d, /=2,0 Hz) H-6 95,5
9 157,3 C 156,7
10 106,0 C H-6 ¢ H-8 106,4
I 121,1 C H-3'e H-5' 121,0
2 1314 CH 8,01 (d, J=8,8 Hz) H-3' H-6' 131,8
3' 115,6 CH 6,79 (d, /=8,8 Hz) H-5' 116,2
4' 160,5 C H-3'e H-5' H-2'e H-6' 161,3
5' 115,6 CH 6,79 (d, /=8,8 Hz) H-3' 116,2
6' 131,4 CH 8,01 (d, /=8,8 Hz) H-5' 131,8
" 988 CH 5,46 (s1) 98,9
2" 70,8 CH 70,9
" 7L CH 71,2
4" 723 CH 72,6
5" 70,5 CH 70,3
¢ 184  CH 1,04 (d; J=6,1 Hz) 18,5
I 99,8 CH 5,49 (d, /=7,7 Hz) 100,0
M 753 CH H-1""(5 4,96) 76,2
3" 74,2 CH 74,3
4" 69,3 CH 69,2
5" 73,8 CH 74,3
6" 65,4 CH; H-1""(5 4,27) 66,3
"™ 1010 CH 4,96 (s1) 101,5
oM 70,5 CH 70,6
3™ 71,0 CH 71,0
A" 72,0 CH 723
s™ 689  CH 68,9
6" 17,7 CH; 0,96 (d; J=6,1 Hz) 17,8
" 1004  CH 427 (s) 100,8
" 70,7 CH 70,8
3" 71,0 CH 71,1
4" 723 CH 72,6
s 69,1 CH 69,0
6" 18,4 CH:2 0,69 (d; J=6,1 Hz) 18,4

*Dados em DMSO-ds relatados por Yahara; Kohjyouma; Kohoda, 2000. *Multiplicidade obtida dos espectros
DEPTQ 135°.
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Figura 88 - Espectro de massas do composto 24: MS?[885] (A), MS? [739] (B) and MS*
[593] (C).
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3.3.2.4 Identificacdo estrutural do composto 16

O composto 16, correspondente a subfragdo SF-4-1 (37 mg), foi isolado como um soélido
amarelo, soluvel em metanol (Esquemas 1, 3 € 4). A estrutura deste composto foi identificada
pela analise dos espectros UV-Vis, HRMS, DI-ESI-MS/MS, RMN 'H (Figuras 89-95).

A andlise do composto 16 por HPLC-DAD originou uma banda cromatografica com
tempo de retencdo de 2,92 min e espectro UV-Vis (Figura 89) com absor¢des em 268 e 350 nm
indicativo de composto da classe dos flavondis. Nao foi observado um ombro em
aproximadamente 300 nm, entre as bandas I e II, sugerindo O-glicosilagio em C-3 e C-7

(STEVENSON; NYIENDA; VEITCH, 2010; VEITCH; KITE; LEWIS, 2008).

55 mAU x 100
5
16 (254 nm) B —,=2,92 min (16)

80

A

16 (l‘\_:l‘)?_ min)

2,0
60 -

40

1,0 268 nm

Intensidade (mAU)

20 1 350 nm

0.5 4

o\ A AN~
v T v T v T T T r T r 0,0 T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 250 300 350 400 450
Comprimento de onda (nm)

Tempo de retengao (min.)

Figura 89 - Cromatograma obtido por HPLC-DAD (A) e espectro UV-Vis (B) do composto
16. Fase movel: MeOH/H,0-AcOH (0,2%), gradiente: 0-5 min, 30-40% MeOH; 5-7 min, 40%
MeOH; 7-12 min, 40-50% MeOH; 12-14 min, 50%; 14-19 min, 50-60% MeOH; 19-21 min,
60%; 21-26 min, 60-70% MeOH; 26-30 min, 70%; 30-33 min, 70-100% MeOH; 33-35 min,
100%, vazdo 1,0 mL min’!, coluna C18, A = 348 nm.
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O espectro de RMN 'H do composto 16 apresentou perfil caracteristico de substincia da
classe dos flavonoides glicosilados (Figuras 92-94), evidenciado pelos sinais entre & 6,0-8,6 e
entre & 3,2-4,0 correspondentes a hidrogénios em anel aromdatico e de acucares,
respectivamente. Os dupletos em 6 0,89 (J=6,5 Hz), 0,96 (J=6,0 Hz), 1,16 (J=6,1 Hz) e 1,25
(J=6,2 Hz) sugeriram a presenga de quatro ramnoses. Foram observados trés simpletos largos
em 6 5,21, 4,56, 4,47 caracteristicos de hidrogénios de carbonos anoméricos em aglicar com
configura¢do a, entretanto, devido a sobreposicdo de sinais ndo foi observado o sinal de
hidrogénio do carbono anomérico da quarta unidade a-L-ramnoses. O dupleto em 6 5,6 (J=7,6
Hz) indica a presenca da -D-galactose.

Na regido de hidrogénios de anel aromatico, o espectro apresentou dois simpletos largos
em 0 6,46 e 6,73 correspondentes aos hidrogénios posicionados meta e atribuidos a H-6 ¢ H-8
do anel A, respectivamente. A presenca de dois dupletos em & 6,9 (J=8,8 Hz, H-3'/H-5") e 8,09
(J=8,9 Hz, H-2'/H-6") definiu o padrao 1,4-dissubstituido para o anel B.

O espectro de massa de alta resolu¢do do composto 16, mostrou o pico da molécula
desprotonada [M-H] em m/z 1032,3322 Da, permitido definir a férmula molecular C4sHg0O27
(calculado 1032,3042, erro: 27,1189 ppm), correspondente a um grau de insaturagdo de 16
(Figura 90).

70313016
100+ 151160 1.1031.8037
147015
1032.3042
100867
O\CL
1032.8058
39246
| 146.9634 1042.7932
22520 523.3484 21975
199.0440 18013 ! 885.2603
1 16058 501.2352 739.2045 gote 9987748 ||| 1050.2844
\|7 2576 524.3522 4427 \1 8248 14035
0 ‘\L p‘JJu‘n.‘.‘\m“‘lh““‘mm " ‘L‘u‘u‘ T H“\‘H““ ‘IL‘J.‘ ‘(??‘2‘7” SURPURUPRRN SRV VU . “l‘l‘p‘h‘l‘
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1
Figura 90 - Espectro de massas de alta resolu¢ao do composto 16.
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O composto 16 foi também analisado por DI-ESI-MS/MS e o espectro apresentou pico
para molécula desprotonada [M-H] com m/z 1031, ions fragmentos m/z 885 ([M-H-146]") e
739 ([M-H-292]) que sdo caracteristicos da perda de uma e duas unidades de ramnoses,
respectivamente (Figura 94A). O MS? do m/z 739 gerou o ion fragmento m/z 593 que ¢
indicativo da perda de mais uma unidade de ramnose (146 Da), enquanto o MS? do m/z 739
apresentou o ion fragmento m/z 285, correspondente a aglicona, apos a perda adicional de um
grupo galactosil-(1—2)-ramnosideo (308 Da), conforme Figura 94B e 94C (JANG et al., 2018;
MANGURO; UGI; LEMMEN, 2005).

O MS? do ion m/z 885 [M-H-146] apresentou um unico fragmento com m/z 739 ([M-H-
292]) indicando também a perda de uma unidade de ramnose, corroborando com a
fragmenta¢do da molécula desprotonada (m/z 1031). O MS? do m/z 885 [M-H-146]" mostrou
além do m/z 593 e 285, o ion fragmento m/z 575 resultante da perda de uma molécula de 4gua
a partir de m/z 593 (Figura 94D). As fragmentagdes observadas sdo consistentes com as
relatadas por Veitch; Kite; Lewis (2008), que utilizou ionizagdo no modo positivo, e verificou
pico com m/z 1033 [M+H]" referente a molécula desprotonada e MS? com ions fragmentos m/z
887, 741, 595, 433 e 287.

O padrio de fragmentagdo do m/z 285, observado no MS* do m/z 739 (Figura 94E),
confirmou o canferol como aglicona, pela presenc¢a dos ions fragmentos m/z 257, 255, 239, 229,
211 e 187 conforme proposta de fragmentacdo apresentada na Figura 91 (MARCH; MIAO,
2004).

A anélise do espectro de RMN 'H, associado ao padrio de fragmentagdo observado no
espectro de massas e comparacdo com os dados relatados na literatura (STEVENSON;
NYIENDA; VEITCH, 2010; VEITCH; KITE; LEWIS, 2008), sugeriu o flavonoide canferol-
3-0-a-L-ramnosil-(1—3)-a-L-ramnosil-(1—2)[a-L-ramnosil-(1—6)]-B-D-galactosil-7-O-a-L-
ramnosideo (cordilasina B, 16). O composto 16 foi relatado anteriormente nas folhas de
Cordyla haraka, Cordyla pinnata e Cordyla richardii (Fabaceae) e nas vagens de Bobgunnia
madagascariensis (Fabaceae) (STEVENSON; NYIENDA; VEITCH, 2010; VEITCH; KITE;
LEWIS, 2008). Este ¢ o primeiro relato da cordilasina B (16) no género Machaerium.
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Figura 91 - Proposta de fragmentagdo do composto 16. Adaptada de Veitch; Kite; Lewis

(2008) e March; Miao (2004).
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CONCLUSAO

O estudo quimico das fragdes hexanicas, acetato de etila e aquosa, oriundas da particdo
do extrato etandlico das folhas de M. acutifolium, por CCD, HPLC-DAD, RMN 'H e 13C (1D
e 2D), GC-MS e DI-ESI-MS/MS, no modo negativo, permitiu identificar 27 compostos.

O fracionamento cromatografico da fracdo hexanica resultou no isolamento e/ou
identificacdo de a-tocoferol (1), colesterol (2), campesterol (3), sitosterol (4), estigmasterol (5)
e triterpenoides lupeol (6), isomeros E/Z do 3-O-p-cumaroil-B-amirina (7 e 8), 3-O-p-
cumaroilgermanicol (9 e 10) e 3-O-p-cumaroillupeol (11 e 12). Este é o primeiro relato dos
compostos 1-3 e 7-12 no género Machaerium.

A fracdo acetato de etila, apos extragdo em fase sélida (SPE) e seguida de analise por
DI-ESI-MS/MS, permitiu a identificagio de nove flavonoides: quercetina-3-O-ramnosil-
(1—>2)-[ramnosil-(1—6)]-hexosil-7-O-ramnosideo  (13), quercetina-3-O-ramnosil-(1—6)-
hexosil-7-O-ramnosideo (14), quercetina-3-O-ramnosil-(1—6)-hexosideo (15), canferol-3-O-
ramnosil-(1—3)-ramnosil-(1—2)-[ramnosil-(1—6)]-hexosil-7-O-ramnosideo (16), canferol-3-
ramnosil-7-[6-feruloil-hexosil-(1—3)-ramnosideo]  (17),  canferol-3-O-ramnosil-(1—2)-
[ramnosil-(1—6)]-hexosil-7-O-ramnosideo (18), canferol-3-O-ramnosil-(1—6)-hexosil-7-0O-
ramnosideo (19), canferol-3-O-ramnosil-(1—6)-hexosideo (20) e canferol-3-O-hexosideo (21).
Este ¢ o primeiro relato dos compostos 13-21 no género Machaerium.

A fracdo aquosa, apos SPE e seguida de andlise por DI-ESI-MS/MS, permitiu a
identificacdo dos flavonoides 13-16 ¢ 18-21, isoflavonoides genisteina (25) e daidzeina-8-C-
hexosideo (26) e biflavonoide morelloflavona (27). Adicionalmente, foram isolados e
identificados da FAFMa os flavonoides: canferol-3-O-ramnosil-(1—3)-ramnosil-(1—2)-
[ramnosil-(1—6)]-galactosil-7-O-ramnosideo (16), 3',4'-dimetoxi-3-O-B-D-galactopiranosil-
(1—-6)-0-L-ramnopiranosideo-7-O-a-L-ramnopiranosilflavonol ~ (22), robinina (23) e
astrasikokiosideo I (24). Este ¢ o primeiro relato do flavonoide 22 sendo considerado inédito.

Os resultados obtidos contribuem para o conhecimento da composi¢do quimica das

folhas da espécie M. acutifolium.
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QUANTIFICACAO DOS FLAVONOIDES ROBININA E ASTRASIKOKIOSIDEO I
EM Machaerium acutifolium

RESUMO

Os flavonoides sdo conhecidos sobretudo pela sua acdo antioxidante. A robinina e o
astrasikokiosideo I sdo compostos da classe dos flavonoides que foram isolados nas folhas da
espécie Machaerium acutifolium (Fabaceae-Papilionoideae). Estes flavonoides foram
quantificados por HPLC-DAD no extrato etandlico e fragdes acetato de etila e aquosa das folhas
M. acutifolium. A seletividade e linearidade do método estdo dentro da faixa de concentragdo
avaliada, apresentando coefiente de correlagdo linear R=0,9997. Os maiores teores de robinina
e o astrasikokiosideo I foram obtidos para a fragdo aquosa das folhas (127,1£7,9 € 192,2+15,7),
quando comparado ao extrato etanolico (66,8+2,0 e 93,843,7) e a fragdo acetato de etila (nd e
3,4+0,3). Nao foi observado diferenca significativa entre os teores quando a quantificacao dos
flavonoides foi realizada nos comprimentos de onda 265 e 348 nm. Robinina e o
astrasikokiosideo I ndo foram detectados no extrato etanolico dos galhos, mostrando que a
composi¢do quimica ¢ diferente do extrato etandlico das folhas. Este ¢ o primeiro relato da
quantificagdo de robinina e o astrasikokiosideo I. A quantificagdo destes flavonoides serve de
base para padronizacao do extrato e fragdes e para caracterizagdo de marcadores quimico.

Palavras-chaves: robinina, astrasikokiosideo I, Machaerium acutifolium, quantificagdo,
flavonoides

ABSTRACT

Flavonoids are known mainly for their antioxidant action. Robinin and astrasikokioside I are
compounds of the class of flavonoids that were isolated from leaves of the species Machaerium
acutifolium (Fabaceae-Papilionoideae). These flavonoids were quantified by HPLC-DAD in
the ethanol extract and ethyl acetate and aqueous fractions of M. acutifolium leaves. The
selectivity and linearity of the method are within the evaluated concentration range, presenting
a linear correlation coefficient R=0.9997. The highest levels of robinin and astrasikokioside I
were obtained for the aqueous fraction of the leaves (127.1£7.9 and 192.2+15.7), when
compared to the ethanol extract (66.8+2.0 and 93 .843.7) and the ethyl acetate fraction (nd e
3.4+0.3). No significant difference was observed between the levels when the quantification of
flavonoids was performed at wavelengths 265 and 348 nm. Robinina and astrasikokioside I
were not detected in the ethanolic extract of the branches, showing that the chemical
composition is different from the ethanolic extract of the leaves. This is the first report on the
quantification of robinin and astrasikokioside I. The quantification of these flavonoids serves
as a basis for standardizing the extract and fractions and for obtaining chemical markers.

Keywords: robinin, astrasikokioside I, Machaerium acutifolium, quantification, flavonoids
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1 INTRODUCAO

O género Machaerium (Fabaceae-Papilionoideae) contém 262 espécies distribuidas do
sul do México a América do Sul. Plantas deste género sdo utilizadas tradicionalmente contra a
tosse, a seiva € usada para curar aftas da boca (AMEN et al., 2015). Apenas dezesseis espécies
deste género apresentaram estudo quimico, sendo relatado a presenca de flavonoides,
alcaloides, triterpenoides, esteroides, cinamoilfendis, derivados de acidos graxos, entre outros
(AMEN et al., 2015; CARVALHO et al., 2020). Algumas atividades biologicas sdo relatadas,
tais como estrogénica, anti-inflamatoria, antioxidante, antimicrobiana, citotdxica, mutagénica
e alelopatica (AMEN et al., 2015; BENTO et al., 2018; CARVALHO et al., 2020).

A espécie Machaerium acutifolium Vogel (sin. M. muticum Benth) é conhecida
tradicionalmente por jacarand4 do campo, jacaranda caroba e jacaranda bico de pato. No Brasil,
ocorre da Amazonia até Sao Paulo, Mato Grosso do Sul, Bahia, Piaui e Maranhao,
principalmente em area de cerrado (POLIDO; SARTORI, 2007; ROSA et al., 2014).

O extrato benzénico do tronco M. acutifolium contém os polifendis éter monometil de
pinsilvina, (+)-medicarpina e petroestireno (OLLIS et al., 1978). No extrato acetato de etila do
tronco foi relatado a presenca de um derivado de 3-arilcumarina, trans-estilbeno, indeno e dois
flavonoides: (3R)-2H-benzopiran-7-ol, 3,4-dihidro-3-(2'-hidroxi- 3', 4'-dimetoxifenil) e (3R)-
2H-benzopiran-7-ol, 3,4-di-hidro-3- (2'-hidroxi-3', 4'-dimetoxifenil)-8-metoxi (MELO et al.,
2021). Este extrato e o indeno apresentaram toxicidade frente a larvas de Aedes aegypti (MELO
et al., 2021).

A fragdo hexanica, oriunda da particdo do extrato etandlico das folhas, contém a-
tocoferol, colesterol, campesterol, sitosterol, estigmasterol e os triterpenodides lupeol, 3-O-(E)-
p-cumaroil-B-amirina, 3-0-(Z)-p-cumaroil-B-amirina, 3-O-(E)-p-cumaroilgermanicol, 3-O-
(Z£)-p-cumaroilgermanicol, 3-O-(E)-p-cumaroillupeol e 3-0O-(Z)-p-cumaroillupeol
(CARVALHO et al., 2020; FREITAS et al., 2020). O estudo da fragdo aquosa, resultante da
particdo do extrato etanolico das folhas, por inser¢@o direta em espectrometro de massas com
fonte de ionizagao por electrospray (DI-ESI-MS/MS) resultou na identificagdo dos flavonoides
canferol-3-O-rutinosil-7-O-diramnosideo, quercetina-3-O-rutinosil-7-O-ramnosideo, rutina,
canferol-3-O-rutinosideo e canferol-3-O-glicosideo e dos isoflavonoides daidzeina-8-C-
glicosideo e genisteina (CARVALHO et al., 2019).

Considerando a presenga de flavonoides poliglicosilados raros e a auséncia de

quantificagdo desta classe compostos no género Machaerium, um método cromatografico foi
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desenvolvido para quantificagdo dos flavonoides majoritarios robinina e astrasikokiosideo I nos

extratos e fracdes das folhas e galhos de M. acutifolium.
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2 PARTE EXPERIMENTAL

2.1 Reagentes e equipamentos

Nas analises de cromatografia liquida de alta eficiéncia foram utilizados solventes grau
HPLC da J. T. Backer e agua ultrapura (18 Q) obtida em sistema Milli-Q Plus e em
ultrapurificador Master All da Gehaka.

As amostras injetadas em HPLC-DAD foram submetidas a um pré-tratamento (clean
up) em cartucho de extragdo em fase solida (SPE) Strata™ C18-E (1000 mg/6 mL, 55 pm, 70
A) da Phenomenex. Todos os extratos e fragdes foram filtrados em membrana filtrante da
Phenomenex (30 mm e poro 0,45 pm). As andlises por HPLC foram realizadas em
cromatografos: 1) analitico, Shimadzu® equipado com bomba LC-20AT, injetor automatico
SIL-20AHT, detector de arranjo de fotodiodo SPD-M20A, forno para coluna CTO-20A, pré-
coluna C18 Shim-pack 6-SIL, coluna C-18Shim-pack VP-ODS (250 x 4,6 mm, particula de 5,0
um) e ii) semipreparativo, Shimadzu® prominence system equipado com sistema bindrio de
bombas LC-6AD, injetor manual, detector UV SPD-20A, coluna Phenomenex Luna (C18, 250
x 20 mm, 15 pm).

Os espectros de RMN 'H e *C foram obtidos em espectrometro Bruker Ascend, modelo
600 da UNESP de Araraquara-SP operando a 600 MHz para 'H e 150 MHz para '*C, equipado
com criosonda. Foram utilizados como solventes CDClz, CD30D, DMSO-ds (Cambridge

Isotope Laboratories Inc) e TMS como referéncia interna.

2.2 Material Vegetal

As folhas e galhos de M. acutifolium foram coletados em marco de 2017, no municipio
de Jatoba do Piaui, nas coordenadas S 04° 51 006" e W 42° 05 057", a 90 m de altitude. A
espécie foi identificada pela bidloga Dra. Ruth Raquel Soares de Farias e a exsicata foi
depositada no Herbario Graziela Barroso da Universidade Federal do Piaui-UFPI, na cidade de

Teresina com o numero de registro TEPB 31568 e cadastro de acesso SisGen n® AAB530D.

2.3 Preparacio e fracionamento dos extratos
As folhas e galhos foram secados a temperatura ambiente e moidos em moinho de facas,
obtendo-se 1,4 kg e 2,0 kg, respectivamente. O material vegetal foi submetido a maceragao

exaustiva com etanol (95%). As solugdes dos extratos foram concentradas em evaporador
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rotativo a pressdo reduzida e a dgua residual removida por liofilizagdo, fornecendo o extrato
etandlico das folhas (EEFMa, 74,4 g, 5,3%) e galhos (EEGMa, 41,7 g, 2,1%).

Uma aliquota de 64 g do EEFMa foi suspensa em 1,2 L de MeOH/H20 (1:2, v/v) e
submetida a parti¢do, resultando nas fracdes hexanica (FHFMa, 33,5 g, 52,3%), acetato de etila
(FAEFMa, 5 g, 7,8%) e aquosa (FAFMa, 25,5 g, 39,8%). O EEGMa (31 g) foi submetido a
cromatografia em coluna filtrante de gel de silica, fornecendo as fragdes hexanica (FHGMa, 0,5
g), cloroformica (FCGMa, 3,7 g), acetato de etila (FAEGMa, 3,8 g), metandlica (FMGMa, 22
g) e metanol-agua (FMAGMa, 1,0 g).

2.4 Extracao em fase solida da fracio aquosa das folhas

Sete aliquotas de 500 mg da fragdo aquosa das folhas foram solubilizadas em H.O/MeOH
(8:2) com auxilio de banho ultrassonico e aplicadas em cartucho de extragdo em fase solida
(SPE, C18-E, 10 g/60 mL, 55 um, 70 A), inicialmente ambientado com H.O/MeOH (8:2), e
eluidas sucessivamente com 150 mL de cada um dos seguintes eluentes: MeOH/H>O (8:2),
MeOH (100%) e CHCI3 (100%). Os eluatos correspondentes foram reunidos fornecendo as
subfracdes R1 (3140 mg, 89,7%), R2 (300,5 mg, 8,6%) e R3 (59,5 mg, 1,7%), respectivamente.

2.5 Obtencao dos flavonoides

A subfragdo R1 foi fracionada em HPLC-UV semipreparativo, com fase movel
MeOH/H0, gradiente: 0-104 min; 30-90% MeOH, volume de injecdo 1 mL, vazdo 4 mL min-
''e A=330 nm. A separagdo cromatografica permitiu o isolamento dos flavonoides robinina (45,9

mg, 1,3%) e astrasikokiosideo I (66,6 mg, 1,9%).

2.6 Identificacao dos flavonoides

Os flavonoides robinina e astrasikokiosideo I foram analisados por HPLC-DAD (Figura
2), inser¢do direta em espectrometro de massas com fonte de ionizagdo por electrospray (DI-
ESI-MS/MS) e RMN 'H e 13C 1D ¢ 2D.

Canferol-3-0-B-L-robinosil-7-O-a-L-ramnosideo (robinina): sélido amorfo amarelo;
HPLC-UV Apax/nm: 264 and 347; tr=15,44 min, 45,9 mg. HRMS (ESI) m/z, caled. for
C33H40010 [M-H]: 740.6593, found: 740.2104. DI-ESI-MS/MS: m/z 739 [M-H]", MS?: 593,
285; MS3: 285, 255, 211; MS*: 411, 327, 285, 151. Dados de RMN: RMN 'H (DMSO-d., 600
MHz): 6 6,41 (d, J=2,0 Hz, H-6); 6,77 (d, J=2,0 Hz, H-8); 8,05 (d, /=8,8 Hz, H-2' and 6'); 6,83
(d, J/=8,8 Hz, H-3' and 5"); 5,50 (sl, 7-O-Rha-1); 4,35 (sl, 6"-O-Rha-2); 5,31 (d, J/=7,7 Hz, 3-O-
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Gal-1); 1,01 (d, J=6,2 Hz, C-6-Rha-1); 1,07 (d, J=6,1 Hz, C-6-Rha-2); RMN 3C (DMSO-d.,
150 MHz): § 156,0 (C-2), 133,5 (C-3), 177,6 (C-4), 160,9 (C-5), 99,4 (C-6), 161,6 (C-7), 94,7
(C-8), 157,1 (C-9), 105,6 (C-10), 120,7 (C-1"), 131,1 (C-2' and 6"), 115,1 (C-3' and 5"), 160,2
(C-4"), 98,4 (7-O-Rha-C-1"), 70,3 (C-2"), 70,6 (C-3"), 71,6 (C-4"), 69,8 (C-5"), 17,9 (7-O-Rha-
CH3); 101,8 (3-O-Gal-C-1"), 71,1 (C-2"), 72,9 (C-3"), 68,0 (C-4"), 73,6 (C-5"), 65,1 (3-O-
Gal-CH»), 100,0 (6-O-Rha-C-1""), 70,4 (C-2""), 70,1 (C-3""), 71,9 (C-4""), 68,3 (C-5""), 17,9
(6-O-Rha-CHs).
Canferol-3-O-a-L-ramnosil-(1—2)[a-L-ramnosil-(1—6)]-B-D-galactosil-7-O-a-L-

ramnosideo (astrasikokiosideo I): s6lido amorfo amarelo; HPLC-UV Amax/nm: 265 and 349;
tr=9,99 min, 66,7 mg. HRMS (ESI) m/z, calcd. for C3oHs50023 [M- H]: 886.2742, found:
886.2697. DI-ESI-MS/MS: m/z 885 [M-H]-, MS?: 739, 285; MS?: 593, 575, 447, 285, MS*:
447,429,327, 285, 255. Dados de RMN: RMN 'H (DMSO-d,, 600 MHz): 5 6,36 (d, J/=2,0 Hz,
H-6); 6,72 (d, J=2,0 Hz, H-8); 8,01 (d, /=8,8 Hz, H-2' and 6'); 6,79 (d, /=8,8 Hz, H-3' and 5');
5,46 (sl, 7-O-Rha-1); 4,96 (sl, 6"'-O-Rha-2); 4,27 (sl, 2"-O-Rha-3); 5,49 (d, J=7,7 Hz, 3-O-
Gal-1); 0,69 (d, J=6,1 Hz, C-6-Rha-1); 0,96 (d, J=6,1 Hz, C-6-Rha-2); 1,04 (d, J/=6,1 Hz, C-
6-Rha-3); RMN '3C (DMSO-d,, 150 MHz): § 156,4 (C-2), 133,4 (C-3), 177,9 (C-4), 161,3 (C-
5), 99,4 (C-6), 162,0 (C-7), 95,1 (C-8), 157,3 (C-9), 106,0 (C-10), 121,1 (C-1"), 131,4 (C-2" and
6'), 115,6 (C-3"and 5'), 160,5 (C-4"), 98,8 (7-O-Rha-C-1"), 70,8 (C-2"), 71,1 (C-3"), 72,3 (C-
4", 70,5 (C-5"), 18,4 (7-O-Rha-CH3), 99,8 (3-O-Gal-C-1"), 75,3 (C-2"), 74,2 (C-3"), 69,3 (C-
4"), 73,8 (C-5"), 65,4 (6-O-Gal-CH»), 101,0 (2-O-Rha-C-1""), 70,5 (C-2""), 71,0 (C-3""), 72,0
(C-4""), 68,9 (C-5""), 17,7 (2-O-Rha-CH3), 100,4 (6-O-Rha-C-1""), 70,7 (C-2""), 71,0 (C-3""),
72,3 (C-4""), 69,1 (C-5""), 18,4 (6-O-Rha-CH3).

HO

robinina astrasikokiosideo I

Figura 1 - Estrutura dos flavonoides robinina e astrasikokiosideo I
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Figura 2 - Cromatogramas dos flavonoides robinina (a) e astrasikokiosideo I (b). Fase movel:

MeOH/H>0-AcOH (0,2% v/v), gradiente: 0-5min, 30-40% MeOH; 5-7min, 40% MeOH; 7-

12min, 40-50% MeOH; 12-14min, 50% MeOH; 14-19min, 50-60% MeOH; 19-23min, 60-

100% MeOH, vazio de 1,0 mL min™!, volume de inje¢do de 10 pL, coluna de fase reversa C18

e AL =265¢e 348 nm.
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2.7 Condicoes cromatograficas da quantificaciao

A quantificacdo dos flavonoides robinina e astrasikokiosideo I, nos extratos e fracdes
das folhas e galhos de M. acutifolium, foi realizada usando como fase movel H.O/AcOH (0,2%
v/v) (Solvente A) e MeOH (Solvente B) na seguinte programagao: gradiente, 0-5min, 30-40%
MeOH; 5-7min, 40% MeOH; 7-12min, 40-50% MeOH; 12-14min, 50% MeOH; 14-19min, 50-
60% MeOH; 19-23min, 60-100% MeOH. A vazio da fase movel foi de 1,0 mL min’!, volume
de injecao de 10 pL, temperatura do forno da coluna de 30 °C e coluna de fase reversa C18
(Phenomenex® Luna 5 pm, 250 x 4,6 mm).

A selecdo dos comprimentos de onda para construgdo das curvas analiticas foi realizada
por monitoramento da faixa de comprimento de onda de 200 a 450 nm a partir da inje¢do dos
padrdes de robinina e astrasikokiosideo I com purezas determinada em HPLC-DAD de 95,17%
e 99,67%, respectivamente. Os espectros UV-Vis fornecidos pelo detector de arranjo de
fotodiodo indicaram os méaximos de absor¢do de 265 e 347 nm para a robinina e 265 e 348 nm
para astrasikokiosideo I. Assim estes comprimentos de onda foram selecionados para a

constru¢do das curvas analiticas.

2.8 Preparacio das amostras para quantificacio

A preparacdo das amostras para quantificacdo foi realizada conforme metodologia
descrita por Pereira et al. (2004) e adaptada por Santos (2019). Aliquotas de 20 mg de EEFMa,
EEGMa, FAEFMa, FAFMa, FAEGMa ¢ FMGMa foram solubilizadas em 5,0 mL de
MeOH/H>0 (8:2) com auxilio de banho ultrassdnico por 2 min. As solu¢des das amostras foram
filtradas em algodao a fim de eliminar as particulas em suspensao. O filtrado foi adicionado em
cartucho de extragdo de fase solida (SPE, C18-E, 1000 mg/6 mL, 55 pm, 70 A) previamente
condicionado com 10,0 mL de MeOH/H>O (8:2). Apds a eluicdo dos compostos flavonoidicos
com 5 mL de MeOH/H;O (8:2) e 50 mL de MeOH, o eluato foi concentrado em evaporador
rotativo, o volume ajustado para 5,0 mL, filtrado em membrana filtrante (30 mm e poro 0,45
um) e analisado em cromatografo analitico. Para a fragdo aquosa das folhas foi necessario
realizar uma diluicdo posterior, na qual uma aliquota de 1,7 mL da amostra foi diluida para um

volume de 5 mL de MeOH/H>O (8:2) e analisada por HPLC-DAD.

2.9 Desenvolvimento do método cromatografico
O método para quantificacdo de robinina e astrasikokiosideo I nos extratos e fragdes das

folhas e galhos de M. acutifolium foi desenvolvido e os parametros seletividade, linearidade,
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faixa de trabalho, limites de detec¢do e quantificagdo foram avaliados conforme as normas da

International Conference on Harmonization (ICH, 1995).

2.9.1 Seletividade

A seletividade do método desenvolvido foi avaliada pela comparacdo dos
cromatogramas dos padrdes de referéncia robinina e astrasikokiosideo I com os do EEFMa,
EEGMa, FAEFMa, FAFMa, FAEGMa e FMGMa. A analise da sobreposi¢do de varios
espectros na regido do UV-Vis, obtidos pelo detector de arranjo de diodos, forneceu
informagdes sobre a pureza espectral dos picos de interesse presentes nas amostras a serem

quantificadas.

2.9.2 Linearidade

O método de padronizacdo externa foi utilizado para obten¢do das curvas analiticas na
forma y=ax+b, onde y é area do pico € x ¢ a concentragdo do padrio em pg mL™!. Os padrdes
de referéncia robinina e astrasikokiosideo I foram dissolvidos em MeOH/H,O (1:1) e filtrados
em membrana filtrante, obtendo-se solugdes estoques na concentragdo de 1000 ug mL!, a partir
destas foram preparadas as solucdes de trabalho nas concentragdes de 10; 40; 80; 120; 160;
240; 320 ¢ 400 ug mL"! para a robinina e 5; 20; 80; 120; 160; 240; 320 ¢ 400 pg mL™! para o
astrasikokiosideo I.

A linearidade foi determinada pelos coeficientes de correlacdo obtidos a partir da
regressao linear das curvas analiticas construidas com os padrdes de referéncia em oito
concentragdes. O teste de andlise de varidncia (ANOVA) foi utilizado para verificar o ajuste do

modelo linear.

2.9.3 Faixa de trabalho

Uma aliquota de 5 mg de cada amostra foi solubilizada em 5 mL de HoO/MeOH (3:7).
O volume foi aplicado em um cartucho de extracdo em fase solida (SPE) C18-E (1000 mg/6
mL, 55 um e 70A)e filtrado em membrana filtrante (30 mm e poro 0,45 pm). Transferiu-se
uma aliquota de 1 mL de cada amostra para vails previamente identificados.

Para determinar as concentragdes adequadas para constru¢do das curvas, injetou no
HPLC-DAD, em concentragdao conhecida, os flavonoides de referéncia e os extratos e fragcdes
de interesse. Com base na concentragdo tedrica dos padrdes e na area integrada, em comparagao

com area integrada do referido padrdo presente nos extratos/fragdes, foi possivel estimar a
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concentragdo tedrica dos padrdes nas amostras. Uma vez estimado a concentragao tedrica, usou-
se o intervalo recomendado pela literatura de 80 a 120% (ICH, 1995). Com base nestas
informag¢des determinou-se o intervalo de trabalho com as concentragdes de 5 a 400 ug mL"!
(5, 10, 20, 40, 80, 120, 160, 240, 320 e 400 ug mL!) para os padrdes robinina e

astrasikokiosideo I.

2.9.4 Limites de deteccdo e quantificacio
Os limites de deteccdo e quantificacdo foram determinados a partir dos parametros das
curvas analiticas e calculados empregando as Equacdes 1 e 2, onde s ¢ o desvio padrdo da

resposta e S ¢ a inclinagdo da curva analitica.

s x 3,3

LD = S Equacio 1
LQ = 2 xs 10 Equacio 2

2.10 Analise estatistica
A construgdo das curvas analiticas e o tratamento dos dados de quantificagdo foram

obtidos usando os softwares LCSolutions e Microcal Origin 8.0.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A robinina foi relatada anteriormente em trés espécies da familia Fabaceae, nas folhas
de Robinia pseudoacacia e Melilotus elegans e nas flores de Astragalus falcatus. E ainda nas
folhas de Alternanthera brasiliana (Amaranthaceae), Strychnos variabilis (Loganiaceae),
Atropa beladona (Solanaceae) e Genipa americana (Rubiaceae) (ASRES; EDER; BUCAR,
2000; BRASSEUR; ANGENOT, 1988; BROCHADO et al., 2003; VEITCH et al., 2010;
SILVA et al., 2018; TSIKLAURI et al., 2000).

O astrasikokiosideo I foi relatado anteriormente nas partes aéreas de Astragalus
shikokianus e nas folhas de Styphnolobium japonicum, ambas pertencentes a familia Fabaceae

(KITE; STONEHAM; VEITCH, 2007; YAHARA; KOHJYOUMA; KOHODA, 2000).

3.1 Seletividade

A seletividade ¢ a capacidade do método quantificar com exatiddo o analito na presenga
de interferentes existentes nas amostras (PASCHOAL et al., 2008). A seletividade do método
pode ser observada comparando-se os cromatogramas dos padrdes de referéncia robinina e
astrasikokiosideo I com os cromatogramas do extrato e fracdes das folhas.

Os indices de similaridade superiores a 99,9 % indicam que as bandas cromatograficas
com tempos de retengdo de 9,99 min e 15,44 min, presentes nos extratos e fragoes,
correspondem aos flavonoides astrasikokiosideo I (Amax=265 € 348 nm) e robinina (Amax=265 €

347 nm), respectivamente (Figura 3).
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Figura 3 - Cromatogramas do extrato (EEF) e fracdes acetato de etila (FAEF) e aquosa das
folhas (FAF) nos comprimentos 265 nm (a) e 348 nm (b). Fase Movel: MeOH-H,O/AcOH
(0,2%), coluna C18, gradiente: 0-5min, 30-40% MeOH; 5-7min, 40% MeOH; 7-12min, 40-
50% MeOH; 12-14min, 50% MeOH; 14-19min, 50-60% MeOH; 19-23min, 60-100% MeOH;

vazdo da fase movel 1,0 mL min™'.

3.2 Linearidade

A linearidade ¢ determinada pelos coeficientes de correlagdo obtidos a partir da
regressao linear de curvas analiticas construidas com os padrdes de referéncia em concentragdes

diferentes (COSTA et al., 2012). O teste de analise de variancia (ANOVA) foi utilizado para
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verificar o ajuste do modelo linear. O método de padronizacdo externa foi utilizado para
obtencdo das equacdes de regressdo linear na forma y=ax+b, onde y ¢ area da bandae x ¢ a
concentra¢do do padrdo em ug mL!. As curvas analiticas apresentaram boa linearidade dentro
da faixa de trabalho de 10 a 400 ug mL! para robinina ¢ de 5 a 400 pg mL! para
astrasikokiosideo I, com coeficiente de correlacdo de 0,9997 para todas as curvas, indicando
que, as concentracdes de cada padrdo foram diretamente proporcionais as areas das bandas
dentro da faixa de concentracdo avaliada (Tabela 1).

A linearidade do método e a validade da regressao foram avaliadas por meio da analise
de variancia (ANOVA). Foram comparados valores de F obtidos ou calculados (Fy) para a
linearidade de cada curva analitica com 0 Feririco OU Fignificacao, assim 0 método ¢ considerado
linear quando Fy € maior que Fiignificacao (COSTA et al., 2012; POLONINI et al., 2011). O valor
de Fy ¢ dado pela razdo entre a média quadratica do modelo de regressdo (MQm) e a média
quadratica residual (MQr) (SKOOG et al., 2006).

Para todas as curvas o valor de F ¢ maior que o Fignificacao, cOnfirmando assim que a
inclinacdo de cada reta ndo ¢ nula com 95% de confianca e que os modelos das curvas sdao

lineares (COSTA et al., 2012; POLONINI et al., 2011).

Tabela 1 - Parametros de regressdo das curvas analiticas dos flavonoides robinina e

astrasikokiosideo I.

Composto Amax equacio da curva coeficiente de LD LQ
P (nm) analitica correlagio (R) (ugmL?!) (ug mL?)
o 265 y=3290,21x+2878,05 0,9999 26,86 81,39
robinina
348 y=2867,92x+2253,13 0,9999 26,87 81,41
265 y=2720,35x-2174,49 0,9997 2,37 7,18
astrasikokiosideo I

348 y=2261,73x-1852,05 0,9997 2,65 8,02

3.3 Limites de deteccio e quantificacio

O limite de deteccao (LD) ¢ a menor quantidade ou concentraciao do analito na amostra
que pode ser diferenciada do zero, de forma confidvel (PASCHOAL et al., 2008) e o limite de
quantificagdo (LQ) ¢ a menor quantidade do analito em uma amostra que pode ser determinada
com precisdo e exatiddo aceitaveis sob as condi¢des experimentais estabelecidas (PASCHOAL
et al., 2008). LD e LQ determinados para robinina e astrasikokiosideo I nos extratos e fragdes

de M. acutifolium sdo apresentados na Tabela 1. As curvas analiticas obtidas em 265 e 348 nm
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nao mostraram diferencas significativas nos valores de LD e LQ de robinina e astrasikokiosideo

I, indicando que a quantifica¢do pode ser realizada em ambos os comprimentos de onda.

3.4 Quantificacao dos flavonoides no extrato e fracoes

Os teores de robinina ¢ astrasikokiosideo I no extrato etanodlico ¢ fragdes de M.
acutifolium sdo apresentados na Tabela 2. A fracdo aquosa das folhas apresentou os maiores
teores robinina e astrasikokiosideo I, confirmando que a particdo concentrou os flavonoides
nesta fragdo.

A fragdo aquosa das folhas apresentou teores de robinina iguais a 127,1+7,9 mg g! (265
nm) e 127,1+7,6 mg g'! (348 nm). Estes valores sdo maiores do que os determinados para o
extrato etanolico das folhas: 66,8+2,0 mg g™! (265 nm) e 66,9+2,1 mg g'' (348 nm), entretanto,
ndo foi possivel a quantificagdo de robinina na fragdo acetato de etila das folhas, pois o valor
obtido ficou abaixo do limite de quantificagdo (Tabela 2).

Os teores de astrasikokiosideo I para o extrato etanolico e fragdes das folhas, ficaram
entre 3,4+0,3 - 192,2+15,7 mg g! € 3,340,1 - 190,9+15,6 mg g'! nos comprimentos de onda de
265 e 348 nm, respectivamente. A fracdo aquosa das folhas apresentou o maior teor de
astrasikokiosideo I (Tabela 2).

O extrato etanolico e fracdes acetato de etila e metandlica dos galhos foram analisados
nas mesmas condi¢des do extrato etandlico e fragdes acetato de etila e aquosa das folhas, no
entanto, os flavonoides robinina ¢ astrasikokiosideo I ficaram abaixo do limite de detecgao,
indicando auséncia destes compostos nos galhos.

Os resultados obtidos indicam que a quantificagdo de robinina e astrasikokiosideo I em
M. acutifolium pode ser realizada em 265 e 348 nm, uma vez que ndo hé diferencga significativa
entre os valores obtidos em ambos os comprimentos de onda, corroborando os relatos da
literatura nos quais em alguns trabalhos a quantificacdo de flavonoides ¢ feita com detec¢do no
comprimento de onda da absor¢do referente a banda I (300 a 380 nm) e em outros com detec¢ao
no Amax referente a banda II (240 a 280 nm) (COSTA, 2013; JIANG et al., 2015; LANDIM;
FEITOSA; SANTOS et al.,, 2019; Yl et al., 2012).

Este ¢ o primeiro relato de quantificacdo dos flavonoides robinina e astrasikokiosideo I
em M. acutifolium e ndo foi encontrado na literatura a quantificagdo destes flavonoides em

outras espécies vegetais.
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Tabela 2 - Teores de robinina e astrasikokiosideo I no extrato ¢ fragdoes das folhas de M.

acutifolium
265 nm 348 nm
Flavonoides Amostra
mg g’! % mg g’! %
EEFMa 66,8+2,0 6,7 66,9+2,1 6,7
robinina FAEFMa nq - nq -
FAFMa 127,1£7,9 12,7 127,1£7,6 12,7
EEFMa 93,8+3,7 9,4 93,4+3,5 9,3
astrasikokiosideo I FAEFMa 3,4+0,3 0,3 3,3+0,1 0,3
FAFMa 192,2+15,7 19,2 190,9+15,6 19,1

EEFMa: extrato etandlico das folhas; FAEFMa: fragdo acetato de etila das folhas; FAFMa:fra¢do aquosa das folhas; nq: ndo

quantificavel, pois os valores ficaram abaixo do limite de quantificago.
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4 CONCLUSAO

Os flavonoides robinina e astrasikokiosideo I foram quantificados por HPLC-DAD no
extrato etanolico e fragcdes das folhas de M. acutifolium. O método para quantificacdo
apresentou boas seletividade e linearidade dentro da faixa de concentracdo, apresentando
coeficiente de correlacdo linear R=0,9997. A fragdo aquosa das folhas apresentou os maiores
teores dos dois flavonoides, quando comparado ao extrato etandlico e a fragcdo acetato de etila.

Os resultados indicam que a quantificagdo dos flavonoides pode ser realizada nos
comprimentos de onda 265 e 348 nm sem diferengas significativas entre os teores. Estes
flavonoides nao foram detectados nos galhos, mostrando que a composi¢ao quimica dos galhos
e das folhas ¢ distinta. Este ¢ o primeiro relato de quantificagdo dos flavonoides robinina e
astrasikokiosideo I em espécies vegetais. A quantificacio destes flavonoides serve de base para

padronizagdo do extrato e fragdes e para caracterizagdo de marcadores quimico.
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Material Suplementar

QUANTIFICACAO DOS FLAVONOIDES ROBININA E ASTRASIKOKIOSIDEO I
EM Machaerium acutifolium

mAU x 100 mAU x 100
2,0

robinina

astrasikokiosideo

347 )
265

348

0.5 0.5

0,0 o

T T T T T T T T T T 0,0 T T T T T . T T T T

250 300 350 400 450 500 250 300 350 400 450 500
Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)

Figura 1S - Espectros de absor¢do UV-Vis dos padrdes auténticos de robinina (23) e

astrasikokiosideo I (24).

Tabela 1S - Similaridade das bandas do cromatograma do extrato etandlico das folhas (EEFMa)
e das fragdes acetato de etila (FAEFMa) e aquosa (FAFMa) de M. acutifolium

Indice de similaridade (%)

Extrato/fracao
robinina (tr=15,44min) astrasikokiosideo I (tg=9,99min)
EEFMa 99,94 99,98
FAEFMa 99,88 99,99
FAFMa 99,98 99,89
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Figura 2S - Sobreposi¢cdo dos comatogramas do extrato etandlico das folhas de M. acutifolium

(EEFMa) com os padrdes: a) robinina e astrasikokiosideo I em 265 nm e b) robinina e
astrasikokiosideo I em 348 nm. Fase Movel: MeOH-H>O/AcOH (0,2%), coluna C18, gradiente:
0-5min, 30-40% MeOH; 5-7min, 40% MeOH; 7-12min, 40-50% MeOH; 12-14min, 50%
MeOH; 14-19min, 50-60% MeOH; 19-23min, 60-100% MeOH; vazado da fase movel 1,0 mL

min!,
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Figura 3S - Sobreposi¢do dos comatogramas da fragdo aquosa das folhas de M. acutifolium
(FAFMa) com os padrdes: a) robinina e astrasikokiosideo I em 265 nm e b) robinina e
astrasikokiosideo I em 348 nm. Fase Movel: MeOH-H>O/AcOH (0,2%), coluna C18, gradiente:
0-5min, 30-40% MeOH; 5-7min, 40% MeOH; 7-12min, 40-50% MeOH; 12-14min, 50%
MeOH; 14-19min, 50-60% MeOH; 19-23min, 60-100% MeOH; vazido da fase mével 1,0 mL

min!,
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Figura 4S - Sobreposicdo dos comatogramas da fragdo acetato de etila das folhas de M.
acutifolium (FAEFMa) com os padrdes: a) robinina e astrasikokiosideo I em 265 nm e b)
robinina e astrasikokiosideo I em 348 nm. Fase Movel: MeOH-H>O/AcOH (0,2%), coluna C18,
gradiente: 0-5min, 30-40% MeOH; 5-7min, 40% MeOH; 7-12min, 40-50% MeOH; 12-14min,
50% MeOH; 14-19min, 50-60% MeOH; 19-23min, 60-100% MeOH; vazao da fase mével 1,0

mL min’!
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Figura 5S - Sobreposicao dos espectros de absor¢do UV-Vis do extrato etandlico das folhas de

M. acutifolium (EEFMa) com os padrdes robinina e astrasikokiosideo I
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Figura 6S - Sobreposi¢ao dos espectros de absor¢do UV-Vis da fragcdo aquosa das folhas de M.

acutifolium (FAFMa) com os padrdes robinina e astrasikokiosideo I.
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Figura 78S - Sobreposi¢ao dos espectros de absor¢do UV-Vis da fragcdo aquosa das folhas de M.

acutifolium (FAEFMa) com os padrdes robinina e astrasikokiosideo I.
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Figura 10S - Curva analitica astrasikokiosideo I obtida a 265 nm
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Tabela 2S - Andlise de variancia (ANOVA) para o ajuste da regressdo linear para robinina

(A=265 nm)

gl SQ MQ F F de significacao
Regressao 1 2,7389x10° 2,7389 x10° 9990,9606 6,7577x10!!
Residuo 61,6448 2,7413x10!
Total 7 2,7405x10°

gl: graus de liberdade, SQ: soma quadratica, MQ: média quadratica

Tabela 3S - Andlise de variancia (ANOVA) para o ajuste da regressdo linear para robinina

(A=348 nm)

gl SQ MQ F F de significacao
Regressao 1 2,7306x10° 2,7306x10° 9592,2042  7,6355x10°!!
Residuo 6 1,7080 2,8467x10!
Total 7 2,7323x10°

gl: graus de liberdade, SQ: soma quadratica, MQ: média quadratica

Tabela 4S - Andlise de varidncia (ANOVA) para o ajuste da regressdo linear para

astrasikokiosideo I (A=265 nm)

gl SQ MQ F F de significacao
Regressao 1 1,8494x10° 1,8494x10° 15932,8231 1,6672x10!!
Residuo 6 6,9647x10! 1,1608x10"!

Total 7 1,8501x10°

gl: graus de liberdade, SQ: soma quadratica, MQ: média quadratica

Tabela 5S - Andlise de varidncia (ANOVA) para o ajuste da regressdo linear para

astrasikokiosideo I (A=348 nm)

gl SQ MQ F F de significacao
Regressdo 1 1,8050x10° 1,8050x10° 15722,8244  1,7349x10!!
Residuo 6 6,888x10"! 1,148x10!
Total 7 1,8057x10°

gl: graus de liberdade, SQ: soma quadratica, MQ: média quadratica
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FRACIONAMENTO E DESREPLICACAO DO EXTRATO ETANOLICO DOS
GALHOS DE Machaerium acutifolium VOGEL

RESUMO

Machaerium acutifolium Vogel (Fabaceae-Papilionoideae), sin. M. muticum Benth, ocorre no
territorio brasileiro da Amazonia até Sdo Paulo, Mato Grosso do Sul, Bahia, Piaui e Maranhao,
principalmente em area de cerrado. Esta espécie ¢ conhecida popularmente por jacaranda do
campo, jacaranda caroba e jacarandd bico de pato. Os galhos de M. acutifolium foram
submetidos a maceragdo com etanol, fornecendo o extrato etandlico dos galhos (EEGMa). O
EEGMa foi submetido a coluna filtrante de gel de silica, fornecendo as fragdes hexanica
(FHGMa), cloroférmica (FCGMa), acetato de etila (FAEGMa), metanolica (FMGMa) e
metanol-agua (FMAGMa). O fracionamento de FHGMa e FCGMa forneceu o esqualeno (28)
e a mistura de esteroides sitosterol (4) e estigmasterol (5), respectivamente. A FAEGMa, apos
desreplicacdo por insercdo direta em espectrometro de massas com fonte de ionizagdo por
electrospray (DI-ESI-MS/MS), permitiu a identificacdo de sete compostos escopoletina (29),
(epi)catequina (30), dimero de procianidina tipo A [(1)2—>A—(1)2] (31), trimero de
procianidina tipo A [(1)2—>A—>(1)>A—(1)2] (32), trimero de procianidina tipo A
[(1)2—>A—(1)2—>B—(1)2] (33), trimero de proantocianidina [duas (epi)catequina e uma
(epi)galocatequina] (34) e tetramero de procianidina tipo A
[(1)2—5B—(1)2—>A—(1)2—>B—>(1)2] (35). A FMGMa, ap6s desreplicacdo por DI-ESI-
MS/MS, permitiu a identificagdo de oito compostos: canferol-3-O-ramnosil-(1—2)-[ramnosil-
(1—6)]-hexosil-7-O-ramnosideo (18), 30, 32, 33, 35, acido quinico (36), biochanina A (37) e
dimeros isoméricos de procianidina B1 e/ou procianidina B2 (38). A fragao metanol-agua dos
galhos ndo se mostrou promissora para identificacdo dos constituintes quimicos dentro dos
parametros utilizados na andlise por DI-ESI-MS/MS no modo negativo. Todos os compostos
estdo sendo relatados pela primeira vez no género Machaerium, exceto o 4, 5, 18 e 35. Os
resultados obtidos contribuem para o conhecimento da composi¢do quimica dos galhos da
espécie M. acutifolium.

Palavras-chave: Fabaceae, Machaerium acutifolium, flavonoides, isoflavonoides, DI-ESI-
MS/MS
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ABSTRACT

Machaerium acutifolium Vogel (Fabaceae-Papilionoideae), syn. M. muticum Benth, occurs in
the Brazilian territory from the Amazon to Sdo Paulo, Mato Grosso do Sul, Bahia, Piaui and
Maranhao, mainly in the cerrado area. This species is popularly known as “jacaranda do
campo”, “jacaranda caroba” and “jacaranda bico de pato”. The branches of M. acutifolium were
submitted to maceration with ethanol, providing the ethanol extract of the branches (EEGMa).
The EEGMa was submitted to a silica gel filtering column, providing the hexane (FHGMa),
chloroform (FCGMa), ethyl acetate (FAEGMa), methanolic (FMGMa) and methanol-water
(FMAGMa) fractions. Fractionation of FHGMa and FCGMa provided squalene (28) and the
mixture of steroids sitosterol (4) and stigmasterol (5), respectively. The FAEGMa, after
dereplication by direct insertion in a mass spectrometer with an electrospray ionization source
(DI-ESI-MS/MS), allowed the identification of seven compounds scopoletin (29), (epi)catechin
(30), procyanidin dimer type A [(1)2—>A—(1)2] (31), procyanidin trimer type A
[(1)2—>A—(1)>A—(1)2] (32), procyanidin trimer type A [(1)2—>A—(1)2—>B—(1)2] (33),
proanthocyanidin trimer [two (epi)catechin and one (epi)gallocatechin] (34) and type
procyanidin tetramer A [(1)2—>B—>(1)2—>A—(1)2->B—(1)2] (35). FMGMa, after
dereplication by DI-ESI-MS/MS, allowed the identification of eight compounds: kaempferol-
3-O-rthamnosyl-(1—2)-[rhamnosyl-(1—6)]-hexosyl-7-O-rhamnoside (18), 30, 32, 33, 35,
quinic acid (36), biochanin A (37) and isomeric dimers of procyanidin B1 and/or procyanidin
B2 (38). The methanol-water fraction of the branches did not show promise for identifying the
chemical constituents within the parameters used in the analysis by DI-ESI-MS/MS in negative
mode. All compounds are being reported for the first time in the genus Machaerium, except for
4,5, 18 and 35. The results obtained contribute to the knowledge of the chemical composition
of branches of the species M. acutifolium.

Keywords: Fabaceae, Machaerium acutifolium, flavonoids, isoflavonoids, DI-ESI-MS/MS
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INTRODUCAO

A familia Fabaceae ¢ composta por espécie vegetais com ocorréncia frequente de
flavonoides, além de outros metabolitos secundarios como alcaloides, terpenoides e esteroides.
O género Machaerium (Fabaceae - Papilionoideae) ¢ constituido por 262 espécies, entretanto,
somente dezesseis apresentam estudo quimico, sendo relatado a presenga de flavonoides,
alcaloides, triterpenoides, esteroides, cinamoilfenois, derivados de acidos graxos, entre outros
(AMEN et al., 2015; CARVALHO et al., 2020; FERREIRA et al., 2019).

A espécie Machaerium acutifolium Vogel (sin. M. muticum Benth), no Brasil, ocorre da
Amazodnia até Sao Paulo, Mato Grosso do Sul, Bahia, Piaui e Maranhao, principalmente em
area de cerrado. Esta espécie ¢ conhecida popularmente por jacaranda do campo, jacaranda
caroba e jacaranda bico de pato (POLIDO; SARTORI, 2007; ROSA et al., 2014).

O estudo quimico realizado com o extrato benzénico da madeira do tronco de M.
acutifolium resultou no isolamento e identificacao dos polifendis éter monometil de pinsilvina,
(+)-medicarpina e petroestireno (OLLIS et al., 1978). Em um estudo recente, realizado com
tronco de M. acutifolium revelou que o extrato acetato de etila contém: um derivado de 3-
arilcumarina, trans-estilbeno, indeno e dois flavonoides: (3R)-2H-benzopiran-7-ol, 3,4-dihidro-
3-(2'-hidroxi-3',4'-dimetoxifenil) e (3R)-2H-benzopiran-7-ol, 3,4-di-hidro-3- (2'-hidroxi-3', 4'-
dimetoxifenil)-8-metoxi (MELO et al., 2021).

Considerando o potencial quimico de plantas da familia Fabaceae, em especial do
género Machaerium, este estudo tem como objetivo isolar e/ou identificar constituintes

quimicos do extrato etandlico dos galhos de M. acutifolium.
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2 PARTE EXPERIMENTAL

2.1 Materiais e equipamentos

A obtencdo dos extratos, coluna filtrante, cromatografia em coluna (CC) e em camada
delgada (CCD) foram feitas com solventes de padrdo analitico (PA) adquiridos da Synth. Nas
andlises de cromatografia liquida de alta eficiéncia foram utilizados solventes grau HPLC da J.
T. Backer e agua ultrapura (18 Q) obtida em sistema Milli-Q Plus e em ultrapurificador Master
All da Gehaka.

Os galhos foram moidos em moinho de facas da Marconi e o extrato, fragdes e
subfracdes concentradas em evaporador rotativo sob pressdo reduzida Laborota 4000 Heidolph
e a agua residual removida em liofilizador Modulyod Freeze Dryer da Thermo Electron
Corporation. A dissolucdo do extrato e fracdes foi realizada com auxilio de banho de ultrassom
modelo Q3.0/40 da Ultranique e conservados em refrigerador modelo Zyrium Frostfree 430 da
Brastemp. As massas obtidas em balangcas modelos KN 4000 da Digimed e AUY220 da
Shimadzu.

O fracionamento cromatografico em coluna foi feito usando gel de silica (0,060-0,200
mm) da Acros Organics. As placas para cromatografia em camada delgada foram preparadas
por aplicagdo manual da suspensdo de gel de silica 60 G (Fluka) em dgua destilada (1:2) sobre
laminas de vidro (9,5 x 5,9 cm) e a ativagdo foi realizada a 110 °C por 1h em estufa EL-1.3 da
Odontobras.

As substancias foram reveladas nas cromatoplacas por nebulizacdo com solucdo de
sulfato cérico, preparada por dissolugdo de 2,1 g de sulfato cérico (Ce(SOs4)2.5H>0) da Vetec
em 15 mL de acido sulfurico concentrado (H2SO4) da Chemco e posteriormente diluido com
800 mL de agua destilada, seguida de aquecimento em placa aquecedora S09T da Fisaton.

As amostras injetadas em HPLC-DAD foram submetidas a um pré-tratamento (clean
up) em cartucho de extragido em fase solida (SPE) Strata™ C18-E (1000 mg/6 mL, 55 pm, 70
A) da Phenomenex. O extrato e fragdes foram filtrados em membrana filtrante da Phenomenex
(30 mm e poro 0,45 pm). As analises por HPLC analitico foram realizadas em cromatédgrafo
Shimadzu® equipado com bomba LC-20AT, injetor automatico SIL-20AHT, detector de
arranjo de fotodiodo SPD-M20A, forno para coluna CTO-20A, pré-coluna C18 Shim-pack 6-
SIL, coluna C-18Shim-pack VP-ODS (250 x 4,6 mm, particula de 5,0 um).

Os espectros de massas foram adquiridos por insercdo direta em espectrometro de

massas acoplado a fonte de ionizagdo por electrospray (DI-ESI-MS/MS), AmaZon X, Bruker
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Daltonics. O tratamento dos dados de massas foi realizado em software Compass 1.3 Data

Analysis (versao 4.0, Bruker Daltonics).

2.2 Material Vegetal

Os galhos de M. acutifolium foram coletados em marco de 2017, no municipio de Jatoba
do Piaui, nas coordenadas S 04° 51 006” e W 42° 05 0577, a 90 m de altitude. A espécie foi
identificada pela bidloga Dra. Ruth Raquel Soares de Farias e a exsicata foi depositada no
Herbario Graziela Barroso da Universidade Federal do Piaui-UFPI, na cidade de Teresina com

o nimero de registro TEPB 31568 e cadastro de acesso SisGen n® AAB530D.

2.3 Preparacio do extrato etanélico dos galhos

Os galhos foram secados a temperatura ambiente e moidos em moinho de facas, obtendo-
se 2,0 kg. O material vegetal foi submetido a maceracao exaustiva com etanol (95%). A solugao
do extrato foi concentrada em evaporador rotativo a pressao reduzida e a agua residual removida

por liofilizagdo, fornecendo o extrato etandlico dos galhos (EEGMa, 41,7 g, 2,1%).

2.4 Fracionamento cromatografico do extrato etandlico dos galhos de M. acutifolium
Uma aliquota do EEGMa (31 g) foi submetida a cromatografia em coluna filtrante de
gel de silica (33 x 5,5 cm; 148 g), utilizando diferentes eluentes, em ordem crescente de
polaridade, fornecendo as fragdes hexanica (FHGMa, 0,5 g), cloroférmica (FCGMa, 3,7 g),
acetato de etila (FAEGMa, 3,8 g), metandlica (FMGMa, 22 g) e metanol-agua (FMAGMa, 1,0

g), conforme Esquema 1.

EEGMa
(31,0 g)

CC filtrante de gel de silica
rotoevaporagdo e liofilizagao

Hexano 2 L CHCL 2L

AcOEt 1,5L ‘ MeOH 2,5 L ‘ MeOH/H:0 (1:1) 1 L

FHGMa FCGMa FAEGMa FMGMa FMAGMa
(0,5 g, 1,6%) (3,7g, 11,9%) (3,8g,12,3%) (22g, 71,6%) (1,0 g, 3,4%)

Esquema 1 - Fracionamento do extrato etanolico dos galhos de M. acutifolium.
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Os perfis cromatograficos por CCD e HPLC-DAD do extrato etanolico e das fragdes
acetato de etila (FAEGMa), metandlica (FMGMa) e metanol-agua (FMAGMA) dos galhos de
M. acutifoilum sao apresentados nas Figuras 1 e 2. O fracionamento do EEGMa concentrou os
compostos de natureza isoprénica na fracdo cloroférmica, que sdo evidenciados pela presenga
de manchas roxas e alaranjadas na cromatoplaca, quando eluida com hexano/AcOEt (8:2) e
revelada com solugdo de Ce(SOs); (Figura 1). A mancha marrom presente no ponto de
aplicagdo, mesmo ap6s a eluicdo com CHCIz/MeOH (9:1) e CHCls/MeOH/H20O (65:30:5)
sugerem a ocorréncia de taninos na FMGMa, enquanto, as manchas amarelas intensas indicam
que os compostos pertencem a classe dos flavonoides e estdo presentes na FAEGMa.

Os perfis do EEGMa e FAEGMa obtidos por HPLC-DAD confirmam que os compostos
da classe dos flavonoides foram concentrados nesta fracdo. A maioria dos picos
cromatograficos destas amostras apresentaram tempos de retengdo superiores a 30 min (Figura

2).

* Hexano/AcOEt(3:2) || CHClMeOH (%:1) | |[ CHCI/McOH/H,0 (65:30:5) |
- | L - L

. Faa

~~
° L]

FCG FAEG FMG FMAG

oo + o
iFCG FAEG FMG FMAG ‘ FCG FAEG FMG FMAG |

P

—

Figura 1 - Cromatoplacas das fragdes obtidas do fracionamento do extrato etanolico dos galhos

de M. acutifolium. Revelador: solugdo de Ce(SOa)>.
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Figura 2 - Cromatogramas do extrato etandlico dos galhos (EEGMa) e das fra¢des acetato de
etila (FAEGMa), metanolica (FMGMa) e metanol-agua (FMAGMa). Fase Mével: MeOH/H,O
(0,2%), gradiente: 0-40 min (5-100% MeOH), 40-50 min (100% MeOH), vazdo 1,0 mL min™!
e A =254 nm. Coluna C-18 (250 x 4,6 mm, particula de 5,0 um).

2.5 Fracionamento cromatografico da fracdo hexanica dos galhos de M. acutifolium

A FHGMa (500 mg) foi submetida a fracionamento em coluna de Sephadex LH-20 com
hexano/CH>Cl; (1:4) fornecendo 25 subfragdes, que foram analisadas por CCD e reunidas em
4 grupos: FHG-4 (252,7 mg), FHG-13 (62,7 mg), FHG-15 (15,7 mg) e FHG-19 (1,4 mg). A
cromatoplaca do grupo FHG-4, utilizando como eluente hexano (100%) e solugdo de Ce(SO4)2
como revelador, apresentou uma tnica mancha de coloracdo alaranjada que com a continuagao
do aquecimento muda para roxo. A comparacdo com padrdo auténtico permitiu identificar este

composto como sendo o 29.

2.6 Fracionamento cromatografico da fracao cloroformica dos galhos de M. acutifolium
A FCGMa (3,7 g) foi submetida a cromatografia em coluna de gel de silica (40 x 2,8 cm;
90 g) utilizando como eluentes hexano e AcOEt, em ordem crescente de polaridade, fornecendo
87 subfragdes. As subfracdes obtidas foram analisadas por CCD e reunidas em 12 grupos, com
base na coloracdo e fatores de retencdo das manchas observadas nas cromatoplacas (Tabela 1).
Os grupos FCG-12, FCG-23, FCG-28, FCG-54, FCG-59 e FCG-62 foram selecionados para
dar prosseguimento ao fracionamento, por apresentaram em suas cromatoplacas manchas

alaranjadas, amarelas, roxas e azuis indicativas de compostos de origem isoprénica.
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Tabela 1 - Grupos obtidos do fracionamento em coluna de gel de silica da FCGMa.

Grupo Subfragoes Eluentes Massa (mg)
FCG-1 1-11 Hexano 23,2
FCG-12 12-13 Hexano/AcOEt (98:2) 413,0
FCG-14 14-22 Hexano/AcOEt (98:2) 526,2
FCG-23 23 Hexano/AcOEt (95:5) 154,9
FCG-24 24-27 Hexano/AcOEt (95:5) 298.5
FCG-28 28-34 Hexano/AcOEt (9:1) 600,0
FCG-35 35-53 Hexano/AcOEt (9:1) 339.,1
FCG-54 54-58 Hexano/AcOEt (8:2) 200,9
FCG-59 59-61 Hexano/AcOEt (7:3) 212,1
FCG-62 62-66 Hexano/AcOEt (7:3) 231,3
FCG-67 67-85 Hexano/AcOEt (6:4) 229,0
FCG-86 86-87 AcOEt 100% 97,5

2.6.1 Fracionamento cromatografico do grupo FCG-28

O grupo FCG-28 (600 mg) foi submetido a cromatografia em Sephadex LH-20 com
eluicdo em hexano/CH>Cl (1:4), fornecendo o subgrupo FCG-28-8 (108,8 mg). O subgrupo
FCG-28-8 (108,8 mg) quando analisado em CCD, utilizando hexano/AcOEt (8:2) e revelado
com solugdo de Ce(SOs)2, apresentou uma mancha de coloragao azul que muda para roxo com
a continuacdo do aquecimento. Para este subgrupo sugeriu-se a presenca da mistura de

esteroides (4 e 5) por comparacao em CCD com o padrao auténtico (CARVALHO et al., 2019).

2.7 Fracionamento cromatografico da fracio acetato de etila dos galhos de M.
acutifolium

Uma aliquota de 200 mg da fragdo acetato de etila dos galhos (FAEGMa), foi aplicada
em cartucho de extracdo de fase solida, C18-E (SPE, 10 g/60 mL, 55 um, 70 A) da Phenomenex,
previamente equilibrado com H>O e eluido sucessivamente com MeOH/H>O (1:1) (50 mL),
MeOH (50 mL) e CHCI3 (50 mL), fornecendo as subfragdes MeOH/H>O (1:1), MeOH ¢ CHCl:.
O solvente organico foi retirado em evaporador rotativo sob pressao reduzida e a 4gua removida

por liofilizagao (Tabela 2).
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Tabela 2 - Rendimento da extracdo em fase solida (C-18) da fragdo acetato de etila dos galhos

de M. acutifolium.

Amostra Massa (mg) Rendimento (%)
MeOH/H,O (1:1) 82,9 41,4
MeOH 68,5 34,2
CHCl3 33,6 16,8

2.7.1 Analise das subfracoes da fracdo acetato de etila dos galhos por HPLC-DAD
A andlise por HPLC-DAD no comprimento de onda em 254 nm mostrou os
cromatogramas das subfracdes com perfis distintos, sendo observado um maior nimero de

picos cromatograficos na subfragdo MeOH/H>O (1:1) (Figura 3).

140 - MeOH/H, O (1:1) MeOH
120 —
~ 100 -
-
< |
E 80
)
3 _
< 60
wn
=i i
8
g 40+
20
o1 e
T T T T T T T T T T T T T [
0 5 10 15 20 25 30 35

Tempo de reteng@o (min)

Figura 3 - Cromatograma das subfracdes MeOH/H>O (1:1) e MeOH obtidas por C-18 da fracao
acetato de etila do extrato etandlico dos galhos de M. acutifolium. Fase mével: MeOH/H>O-
AcOH (0,2%), gradiente: 0-5 min, 30-40% MeOH; 5-7 min, 40% MeOH; 7-12 min, 40-50%
MeOH; 12-14 min, 50%; 26-30 min, 50-60% MeOH; 19-21 min, 60%; 21-26 min, 60-70%
MeOH; 26-30 min, 70%; 30-33 min, 70-100% MeOH; 33-38 min, 100%, 38-41 min, 100-30%
MeOH, 41-46 min, 30%, vazdo 1,0 mL min! , coluna C-18 (250 x 4,6 mm, particula de 5,0
um) e A=254 nm.

2.7.2 Analise das subfracoes da fracdo acetato de etila dos galhos por DI-ESI-MS/MS
As subfragdes MeOH/H>O (1:1) e MeOH obtidas por extracdo em fase sélida (SPE, C-

18) da fracdo acetato de etila do extrato etandlico dos galhos de M. acutifolium foram
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dissolvidas em metanol, na concentragdo de 50 ppm e filtradas em membrana de nylon
(Chromafil® Xtra, didmetro de 47 mm e poro de 0,22 pum).

As condicdes utilizadas para a andlise de DI-ESI-MS/MS da subfracio MeOH/H>O
(1:1) foram: fonte de ionizagcdo ESI no modo ion negativo, [ESI(-)], faixa de m/z 100-1500 Da,
fluxo da seringa 3,0 uL min™! , voltagem do capilar 4,5 kV, fluxo do gas de secagem (N2) 8,0 L
min!, pressdo de nebulizagdo 12,0 psi e temperatura da fonte 300 °C. A anélise da subfragdo
MeOH foi realizada nas mesmas condigdes da subfragdio MeOH/H,O (1:1), exceto o fluxo da
seringa (5,0 uL min™"), voltagem do capilar (5,0 Kv) e fluxo do gas de secagem (N2) (5,0 L min-
.

Para as analises em MS/MS, os parametros energia de colisdo, amplitude do sinal, tempo
de aquisicdo de dados e radiofrequéncia foram ajustados para cada sinal, a fim de obter
informagdes estruturais maximas a partir do ion precursor. Esta andlise permitiu identificar 7

compostos 29-35.

2.8 Fracionamento cromatografico da fracio metanolica dos galhos de M. acutifolium

Uma aliquota de 200 mg da fragdo metanolica dos galhos (FMGMa), foi aplicada em
cartucho de extracio em fase solida, C18 (SPE, 10 g/60 mL, 55 um, 70 A), previamente
equilibrado com H>O e eluido sucessivamente com H>O (50 mL), MeOH/H,O (1:1) (50 mL),
MeOH (50 mL) e CHCI3 (50 mL), fornecendo as subfragcdes HO, MeOH/H>O (1:1), MeOH ¢
CHCI. O solvente organico foi retirado em evaporador rotativo sob pressdo reduzida e a d4gua

removida por liofilizagdo (Tabela 3).

Tabela 3 - Rendimento da extragdo em fase sdlida (C-18) da fragdo metandlica dos galhos

(FMG) de M. acutifolium.

Amostra Massa (mg) Rendimento (%)
H>O 80 40
MeOH/H,0 (1:1) 97,5 47,75
MeOH 10 5
CHCl; 3 1,5
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2.8.1 Analise das subfracoes da fracio metanolica dos galhos por HPLC-DAD

As subfragoes H.O, MeOH/H>O (1:1) e MeOH foram filtradas em membrana filtrante
(30 mm e poro 0,45 um) e tiveram seus perfis obtido em HPLC-DAD. A anilise no
comprimento de onda em 254 nm mostrou os cromatogramas das subfragdes com perfis

distintos, com maior numero de bandas na subfragdo MeOH/H>O (1:1) (Figura 4).
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Tempo de retengio (min)

Figura 4 - Cromatograma das subfracdes H>O, MeOH/H,O (1:1) e MeOH obtidas por C-18 da
fracdo acetato de etila do extrato etandlico das folhas de M. acutifolium. Fase movel:
MeOH/H,0-AcOH (0,2%), gradiente: 0-5 min, 30-40% MeOH; 5-7 min, 40% MeOH; 7-12
min, 40-50% MeOH; 12-14 min, 50%; 26-30 min, 50-60% MeOH; 19-21 min, 60%; 21-26
min, 60-70% MeOH; 26-30 min, 70%; 30-33 min, 70-100% MeOH; 33-38 min, 100%, 38-41
min, 100-30% MeOH, 41-46 min, 30%, vazdo 1,0 mL min! , coluna C-18 (250 x 4,6 mm,
particula de 5,0 um) e A=254 nm.

2.8.2 Analise das subfracées da fracdo metandlica dos galhos por DI-ESI-MS/MS

As subfragdes H,O, MeOH/H,0 (1:1) ¢ MeOH, obtidas por extragdo em fase solida
(SPE, C-18) da fracdo metandlica do extrato etanolico dos galhos, foram dissolvidas em
metanol, na concentragdo de 50 ppm e filtradas em membrana de nylon (Chromafil® Xtra,
didmetro de 47 mm e poro de 0,22 um).

As condig¢des utilizadas para a analise de DI-ESI-MS/MS da subfragao H>O foram: fonte
de ionizacdo ESI no modo ion negativo, [ESI(-)], faixa de m/z 100-1500 Da, fluxo da seringa
5,0 uL min! , voltagem do capilar 4,0 kV, fluxo do gas de secagem (N2) 5,0 L min™!, pressdo

de nebulizagdo 10,0 psi e temperatura da fonte 250 °C. A andlise das subfracdes MeOH/H>O
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(1:1) e MeOH foram realizadas nas mesmas condi¢des da subfragao H>O, exceto voltagem do
capilar (5,0 kV) e pressdo de nebulizagdo (20,0 psi).

Para as analises em MS/MS, os parametros energia de colisdo, amplitude do sinal, tempo
de aquisicdo de dados e radiofrequéncia foram ajustados para cada sinal, a fim de obter
informagdes estruturais maximas a partir do ion precursor. Esta andlise permitiu identificar 8

compostos: 18, 30, 32, 33 e 35-38.

2.9 Analise da fracdo metanol-agua dos galhos de M. acutifolium
A fracdo metanol-agua (FMAGMa) ndo se mostrou promissora para o prosseguimento
do fracionamento, conforme observado na analise por CCD (Figura 1) e no perfil por HPLC-

DAD (Figura 2).
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3 RESULTADO E DISCUSSAO

3.1 Identificacdo dos constituintes quimicos da fracdo hexinica da coluna filtrante do

extrato etanolico dos galhos de M. acutifolium

3.1.1 Identifica¢do estrutural do composto 29

28

O composto 28 foi identificado como o esqualeno em cromatografia em camada delgada
(CCD) e comparagdo com padrao auténtico (Figura 5) (SANTOS, 2016). Este ¢ primeiro relato

do esqualeno no género Machaerium.

Hexano (100%) Hexano (100%)

Figura 5 - Cromatoplaca do grupo FHG-4 e o padrao esqualeno (P). Revelador: solugao de

Ce(S04)a.
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3.2 Identificacdo dos constituintes quimicos da fra¢ao cloroformio da coluna filtrante do

extrato etanolico dos galhos de M. acutifolium

3.2.1 Identificacio estrutural da mistura de esteroides

Ry

4 R=CzH5
5 R:CZH5, A22

A mistura dos compostos 4 ¢ 5 foi identificada como sitosterol (4) e estigmasterol (5) em
analise por CCD e comparacao com padrao auténtico (Figura 6) (SANTOS, 2016). Esta mistura

de esteroides foi isolada e identificada na fragdo hexanica das folhas de M. acutifolium.

Hex/AcOEt (8:2) Hex/AcOEt (8:2)

Figura 6 - Cromatoplaca do grupo FCG-28-8 (4 ¢ 5) e o padrdo auténtico da mistura de

esteroides sitosterol e estigmasterol (P). Revelador: solugdo de Ce(SOa4)a.

Carvalho, A. A. Capitulo 5



216

3.3 Identificacdo dos constituintes quimicos da fracdo acetato de etila da coluna filtrante
do extrato etandlico dos galhos de M. acutifolium
3.3.1 Identificacdo dos constituintes quimicos da subfracio MeOH/H:0 (1:1) da fracao
acetato de etila por DI-ESI-MS/MS

A subfracdo MeOH/H>O (1:1), oriunda da fracdo acetato de etila do extrato etandlico dos
galhos, apds andlise por inser¢do direta em espectrometro de massas com ionizagdo por
electrospray (DI-ESI-MS/MS) no modo negativo, apresentou fingerprint, conforme Figura 7.
As fragmentagdes subsequentes MS/MS resultaram na identificagdo dos compostos
escopoletina (29), (epi)catequina (30), dimero de procianidina tipo A [(1)2—>A—(1)2] (31),
trimero de procianidina tipo A [(1)2—>A—(1)>A—(1)2] (32), trimero de procianidina tipo A
[(1)2—>A—(1)2—>B—(1)2] (33), trimero de proantocianidina (duas liga¢des do tipo A, com
(epi)galocatequina) 34) e
[(1)2—5B—(1)2—>A—(1)2—>B—(1)2] (35) (Tabela 4 e Figuras 8). Este ¢ primeiro relato dos

uma tetramero  de  procianidina  tipo A

compostos 29-35 no género Machaerium.

Tabela 4 - Identificacdo de compostos subfragado MeOH/H»O (1:1) da fracdo acetato de etila

2] (335)

(100); 999,2 (61); 1024,9 (39)

dos galhos.
Compostos Molecular [M—H]~ MS" Ref.
Formula
. Ng; Lafontaine;
2 . s s
escopoletina (29) Ci0HsO4 191 MS-[191]: 175,9 (100) Vanier, 2004
. . MS?[289]: 202,9 (12); 204,8 Sarnoski et al.,
(epi)catequina (30) CisHi00s 289 (24); 244.,9 (95) 2012
. o MS?[575]: 284,9 (33); 289 .
dimero de procianidina tipo A ’ ’ Sarnoski et al.
C30H24012 575 (30); 406,9 (16); 423 (100); ’
[(D2—>A—(1)2] (31) 449 (43) 2012
MS?[861]: 693,1 (29); 709,1
trimero de procianidina tipo A CisHaiO1s ’61 (20); 735 (100) Sarnoski et al.,
[(12—>A—(1)>A—(1)2] (32) MS?[735]: 446,9 (3); 567,1 2012
(100); 610 (16)

, T MS?[863]: 410,9 (53); 451 .
trimero de procianidina tipo A ) > - Sarnoski et al.,
[(1)2—A—(112>B—(1)2] (33) CasH36013 863 8(3)2),)573 (16); 693 (42); 711 2012
trimero de proantocianidina (duas MS?[877]: 331,2 (7); 572,9 Sarnoski et al
ligagdes do tipo A, com uma CasH34019 877 (19); 575 (5); 707,1 (49); 2012 ’
(epi)galocatequina) (34) 725,1 (100); 741,1 (46)
tetrdmero de procianidina tipo A 2 ) ) .
[(125Bo>(1)2A—(1)25B—>(1) CutsOn 1151 MS [151]:572,9 (22);: 863,1  Sarnoski etal,,

2012
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Intens. | -MS, 1.2-1.6min #(42-65)
[%] A

100 329.1

80

60

435.1
40 4 451.1
268.9

284.9
421.0 467.1
20 134.9 483.0
. 537.0
393.1 507.0 571.1

Tr08.9 150.8 1869 . 224.9

100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 mz

Intens. B -MS, 1.2-1.6min #(42-65)
[%]

7 863.1
80

60 |

40 -

204 9132 g593

| 62916611 7151 785.2 1363.3 14494

0
600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 nmz

Figura 7 - Fingerprint da subfracio MeOH/H>O (1:1) da fragdo acetato de etila do extrato
etandlico dos galhos obtido por DI-ESI-MS/MS no modo negativo. Expansao: m/z 100-600 (A)
e m/z 600-1500 (B).
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X OCHj

m/z 191 (29)

m/z 863 (33) m/z 877 (34)

m/z 1151 (35)

Figura 8 - Constituintes quimicos identificados da subfracdo MeOH/H>O (1:1) da fracdo

acetato de etila do extrato etanolico dos galhos.

O espectro de MS? do ion precursor m/z 191 [M-H] (Figura 9) apresentou o ion
fragmento m/z 176 [M—H—15]" decorrente da perda de uma metila, sugerindo tratar-se da
escopoletina (29) (NG; LAFONTAINE; VANIER, 2004). A escopoletina possui atividades
anti-inflamatoria, antioxidante, antiulcera, anti-HIV e entre outras (LEITE, 2012).

O espectro MS? do m/z 289 [M-H]" (Figura 10) mostrou a presenga dos ions fragmentos
m/z 245, referente a perda de CO., 205 e 203 caracteristicos de clivagem do anel A de flavan-
3-ol. Esta fragmentagdo ¢ caracteristica da (epi)catequina (30) (ROCKENBACH et al., 2012;
SARNOSKI et al., 2012).
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Intens. | -MS2(191.0), 2.4min #94
[%]

100 1759

80+

60

40

126.9
132.7

20

I | IS

100 110 120 130 1 160 170 180 190 miz

Figura 9 - Espectros de massas MS? do ion m/z 191 referente a escopoletina (29).

Intens. | -MS2(289.0), 21.5min #815
[%]

100 150.8

2449

80

60 |

271.8

40
204.8

256.9
160.8

20 197.8
1785

285.1

2228 230.9
188.9 213.8 2520 || 2630

140 160 180 200 220 240 260 280 mz

Figura 10 - Espectros de massas MS? do ion m/z 289 referente a (epi)catequina (30).
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O espectro MS? do m/z 575 [M—H]~ (Figura 11) mostrou a presenga dos fragmentos m/z

285, 289, 407, 423 e 449 caracteristicos de procianidina tipo A, identificada como o dimero de

(epi)catequina [(epi)catequina—A—>(epi)catequina [(1)2—A—(1)2] (31) (SARNOSKI et al.,

2012; ZHANG; ZHU, 2015).

O espectro MS? do m/z 861 [M—H]~ (Figura 12A) mostrou o ion fragmento principal

m/z 735 caracteristicos da quebra do anel heterociclico, juntamente com m/z 709 € 693. O MS?

do m/z 735 mostrou os ions fragmentos m/z 609, 567 e 447 (Figura 12B) sugerindo trata-se de

procianidina tipo A, identificada como o trimero [(epi)catequina—>A—> (epi)catequina

—A—>(epi)catequina] (32) (SARNOSKI et al., 2012; ZHANG; ZHU, 2015).
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Intens. |
[%]

100

80

60

40

204 1906 2257

200

284.7

256.0

300

327.0

375.0

410.9

400

423.0

449.0

436.0

-MS2(575.0), 25.8min #959

539.0

558.0
527.0
4971

510.0
481.1

500 550 mz

220

Figura 11 - Espectros de massas MS? do ion m/z 575 referente ao dimero de procianidina tipo

A, (epi)catequina—A—>(epi)catequina [(1)2—>A—(1)2] (31)

Intens. | A

[%]
100

80

60

40 -

20

485.1

450

500

539.0

5711

557.1

550

613.0

600

657.1

650

693.1

735.0

709.1

700

7221

-MS2(861.0), 29.9min #1111

825.1 843.1
784.6

750 800 850 m/z

Intens. |
[%] B
100

80
60 |
40

20

199.6

284.8

449.0

517.0

-MS3(861.0->735.0), 30.7min #1129

567.1

613.2 735.1

100

200

300

400

| il T

600 700  miz

Figura 12 - Espectros de massas MS? do ion m/z 861 (A) e MS? do ion m/z 735 (B) referente a
trimero de procianidina tipo A [(1)2—>A—>(1)>A—(1)2] (32).
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O espectro MS? do m/z 863 [M—H] (Figura 13) mostrou a presenga dos ions fragmentos
m/z 711,693, 573,451 e 411 caracteristicos de procianidina tipo A, identificado como o trimero
de (epi)catequina [(epi)catequina—A—>(epi)catequina—B—>(epi)catequina [(1)2—>A—(1)2—
B—(1)2] (33) (SARNOSKI et al., 2012; ZHANG; ZHU, 2015).

O espectro MS? do m/z 877 [M—H]" (Figura 14) mostrou a presenga dos ions fragmentos
m/z 741, 725, 707, 573, 575 e 331, caracteristicos de proantocianidina do tipo A, identificada
como o trimero formado a partir de duas unidades de (epi)catequina ¢ uma unidade de

(epi)galocatequina (34) (SARNOSKI et al., 2012; ZHANG; ZHU, 2015).

Intens. | -MS2(863.0), 16.4min #663
[%]

100 711.1

80

60

411.0 559.0

40

20 288.9

244.9 739.2 8262 880.2

o, U del
100 200 300 400 500 600 700 800 900 mz

982.2
1

Figura 13 - Espectros de massas MS? do ion m/z 863 referente ao trimero de procianidina tipo

A [(1)2—A—(1)2—B—(1)2] (33).

Intens. | -MS2(877.0), 0.8min #30
[%]
100 725.1
80| 844.2
60
707.1 | 741 4
i 7.1
40 410.9 483.1 58 676.2
288.8 531.2 763.4
393.0 4811 555.0
204 2729 887.1
342.9367.0
04
300 400 500 600 700 800 mz

Figura 14 - Espectros de massas MS? do ion m/z 877 referente ao trimero de proantocianidina

tipo A, com uma (epi)galocatequina) (34).
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O espectro MS? do m/z 1151 [M-H]™ (Figura 15) mostrou a presen¢a dos ions
fragmentos m/z 1025, 999, 863 e 573, caracteristico de procianidina tipo A, identificada como
tetramero de (epi)catequina [(epi)catequina—B—>(epi)catequina—A—(epi)catequina—>
B—(epi)catequina] (35) (SARNOSKI et al., 2012; ZHANG; ZHU, 2015). O composto 35 foi
isolado anteriormente no extrato etandlico das cascas do caule de M. floribundum (WAAGE;

HEDIN; GRIMLEY, 1984).

Intens. | -MS2(1151.0), 2.5min #86
[%]
1004 863.1
80
506.0 10600 1105.5
999.2 .
604 465.1
698.3
916.7
404 409.0 574.0 754.2 1139.7
339.0 615.9 785.2
20 -
3771
04 @
300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 mz

Figura 15 - Espectros de massas MS? do ion m/z 1151 referente ao tetrdmero de procianidina

tipo A [(epi)catequina—B—(epi)catequina—A—>(epi)catequina—B—>(epi)catequina] (35)
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3.3.2 Analise da subfracio MeOH da fracao acetato de etila por DI-ESI-MS/MS
A subfracdo MeOH, oriunda fra¢ao acetato de etila do extrato etanolico dos galhos, apos
desreplicagdao por DI-ESI-MS/MS no modo negativo, apresentou fingerprint conforme Figura

16. Esta analise mostrou picos caracteristicos de contaminantes, corroborando a analise por

HPLC-DAD (Figura 3).

Intens. | A -MS, 0.8-3.4min #(45-192)
[%]

100 4 311.1

3251

80

60 -

2551
2811

339.1

40 -

20

180.9 222.9241.0

3814 451.1 499.0 523.1 547.0

100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 mz

Intens. -MS, 0.8-3.4min #(45-192)
%] B
100 4
80|
60 -]
40
204
1 750.3 835.9 917.0 10214 1087.3 12415 12914 1386.0
B151 6824 ' - 0 981.01021. ; .
04

600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 mz

Figura 16 - Fingerprint da subfra¢dao metanodlica da fragdo acetato de etila do extrato etandlico
dos galhos obtido por DI-ESI-MS/MS no modo negativo. Expansdo: m/z 100-600 (A) e m/z
600-1500 (B).
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4.4. Identificaciao de constituintes quimicos da fracdo metandlica da coluna filtrante do

extrato etanolico dos galhos de M. acutifolium

4.4.1 Identificacio de constituintes quimicos da subfra¢cio H20 da fracdo metandlica por
DI-ESI-MS/MS

A subfracdo H,O, oriunda fragdo metandlica do extrato etanolico dos galhos, apds
desreplicacdo por DI-ESI-MS/MS, no modo negativo, apresentou um fingerprint conforme
Figura 19. As fragmentacdes subsequentes MS/MS, permitiram a identificacdo dos compostos
canferol-3-O-ramnosil-(1—2)-[ramnosil-(1—6)]-hexosil-7-O-ramnosideo (18), trimero de
procianidina tipo A [(1)2—>A—(1)2—B—(1)2] (33), acido quinico (36) e biochanina A (37)
(Tabela 5 e Figuras 17 e 18). O composto 18 foi relatado nas fragdes acetato de etila e aquosa
da particdo do extrato etanolico das folhas e o 33 foi identificado na subfragdo MeOH/H>O
(1:1) da fragdo acetato de etila do extrato etandlico dos galhos. Este ¢ primeiro relato dos

compostos 18, 33 e 36-37 no género Machaerium.

Tabela 5 - Identificacdo dos compostos da subfragdo H>O da fracdo metanolica do extrato

etandlico dos galhos.

Molecular

¢ CHI MS" Ref.

Compostos Formula [M—H] S e
. . MS?[191]: 108,8 (25); 126,8 (79); _ Fathoni et

; i H 191

dcido quinico (36) C7H1200 ? 170,8 (22); 172,8 (100) al,, 2017
MS?[283]: 134.,8 (9); 194,7 (4); Roriz et

biochanina A (37) CisHiOs 283 [283]: 134.8 (9); 1947 (4); otz ©

223.9 (50); 238,9 (22); 267,8 (100)  al., 2007

trimero de procianidina tipo A

MS?[863]: 411 (64); 451,1 (22); Sarnoski et
H
E:(;I:;))Z%A—)(I)ZAB—)(I)Z] CasH36018 863 573,1 (19); 711,1 (100) al., 2012
canferol-3-O-ramnosil-(1—2)- MS?[885]: 431,0 (4); 739,2 (100) Bresciani
[ramnosil-(1—6)]-hexosil-7- CsoHs0023 885 MS3[739]: 285 (71); 575,1 (72); etal. 2015
O-ramnosideo (18) 592 (21) N
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Intens. | -MS, 10.4min #660
%] A

100 394.0

80

60 |

410.1

40

166.9 190.9 255.2

20

Intens. -MS, 10.4min #660

%] B

80 |

60 -|

1090.7 1416.1

1210.6
1165.8 1281.6
1031.6 1356.3

40
1470.4

74.3
808.6841.4
20 - 624.0657.0 9181 956.0 1000.7

727.3

600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 mz

Figura 17 - Fingerprint da subfragdo H>O da fragdo metandlica do extrato etanolico dos galhos

obtido por DI-ESI-MS/MS no modo negativo. Expansao: m/z 100-600 (A) e m/z 600-1500 (B).
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o)
HO, »—OH]-H
HO™ ™ H
OH O © o ©
m/z 885 (18) miz 191 (36)
R4 =Rha

R, = Rha'(Rha"®)Glc

m/z 863 (33) 2 283 @) OCHs | -+

Figura 18 - Constituintes quimicos identificados da subfracdo H>O da fracdo metandlica do

extrato etanolico dos galhos.

O espectro de MS? do ion precursor m/z 191 [M-H] (Figura 19) apresentou os ions
fragmentos m/z 173 [M—H—H>O] e 127 [M—H-H>O-HCOOH-CO] sugerindo trata-se do
acido quinico (36) (FATHONI et al., 2017; MASIKE et al., 2017).

A investigagdo do MS? do m/z 283 [M-H]  (Figura 20) mostrou a presen¢a dos
fragmentos m/z 268 [M-H-CHs]~, 239 [M-H—-CH3-CO]-, 224 [M-H-CH3;-CO:]", 195
[M-H-CH;-CO-CO-H]J™ e 135 [M-H—-CsH¢O3]™ que sdo caracteristicos do isoflavonoide
biochanina A (37) (KANG, HICK, PRICE, 2007; RORIZ et al., 2014).

Intens. | ~MS2(191.0), 0.8min #43
[%]
100 172.8
80 126.8
60 -
40
108.8
20
101.0 132.8 1458 I 1978
0 T T T 1‘ T l T ’ T
100 120 140 160 180 200 mz

Figura 19 - Espectros de massas MS? do ion m/z 191 referente a acido quinico (36).
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Intens. | “MS2(283.0), 13.0min #789
[%]
267.8
1004 112.8
248.9
80|
204.8
281.0
60| 2039 2369
2419
40 2147 254.8
149.8  162.9 184.8
20 1028 1358 190.9
. 168.8 230.8
179.7 195.7

100 120 140 160 180 200 220 240 260 2é0 mz
Figura 20 - Espectros de massas MS? do ion m/z 283 referente a biochanina A (37).

O espectro de MS? do ion precursor m/z 885 [M-H]" (Figura 21) mostrou os fragmentos
de ions m/z 739 [M-H-146] indicando a perda de uma ramnose e 431 [M-H-146-308],
indicando a perda de ramnose seguida de rutinose (glicose + ramnose), respectivamente. O
espectro MS3 do ion precursor m/z 739 [M-H] apresentou ions fragmentos m/z 593 [M-H-146]
, caracteristico da perda de uma ramnose, m/z 575 [M-H-146-H,O], da perda de uma ramnose
seguido de desidratagdo, m/z 285 [M-H-146-308], referente a perda de uma ramnose seguido
de rutinose (glicose + ramnose). Estas fragmentacdes indicaram o canferol como uma aglicona,
sugerindo o flavonoide canferol-3-O-ramnosil-(1—2)-[ramnosil-(1—6)]-hexosil-7-O-

ramnosideo (18) (BRESCIANI et al., 2015).
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Intens. | -MS2(885.0), 23.2min #1304
% A

1004 739.2

80
60 - 811.6

40 |

583.0 838.2
535.2 717.0 869.2

459.2 651.0
20 | 620.1 680.2
420.9 4811 . 766.1

395.9

325.0

400 500 600 700 800 mz

Intens. | B -MS3(885.0->739.0), 24.0min #1322
[%]

100 456.9

80+ 349.0

226.8
60+ 285.0 575.0

632.1

40
433.9 4749 706.9

670.7

326.7
20 592.0

200 ‘ 300 400 500 600 700 mz

Figura 21 - Espectros de massas MS? do ion m/z 885 (A) e MS? do ion m/z 739 (B) referente

a canferol-3-O-ramnosil-(1—2)-[ramnosil-(1—6)]-hexosil-7-O-ramnosideo (18).
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4.4.2 Identificacdo de constituintes quimicos da subfracio MeOH/H:0 (1:1) da fracao
metandlica por DI-ESI-MS/MS

A subfragdo MeOH/H>O (1:1), oriunda da fracdo metandlica do extrato etanolico dos
galhos, apos desreplicagdo por DI-ESI-MS/MS, no modo negativo, apresentou um fingerprint
conforme Figura 22. As fragmentagdes subsequentes MS/MS, resultaram na identificacdo dos
compostos (epi)catequina(30), trimero de procianidina [(1)2—>A—(1)2—>A—(1)2] (32),
trimero de procianidina tipo A [(1)2—>A—(1)2—>B— (1)2] (33), tetramero de procianidina tipo
A [(1)2-B—(1)2>A—(1)2—>B—(1)2] (35) e 4cido quinico (36) (Tabela 6 e Figuras 23). Os
compostos 30, 32, 33 e 35 foram identificados na subfragio MeOH/H-O (1:1) da fracdo acetato
de etila do extrato etandlico dos galhos, enquanto os compostos 33 e 36 foram na subfracao
H>O da fragao metanolica do extrato etanolico dos galhos. Este € primeiro relato dos compostos

30, 32-33 e 36 no género Machaerium.

Tabela 6 - Identificacdo dos compostos da subfragdo MeOH/H>O (1:1) da fragdo metandlica

do extrato etandlico dos galhos.

Compostos Molecular [M-H]~ MS" Ref.
Formula

acido quinico (36) MS?[191]: 108,9 (18); 126,7 (22);  Fathoni et al.,
C7H120 P 1709 22): 172.7 (100) 2017

(epi)catequina (30) MS?[289]: 178,8 (23); 204,8 (49);  Sarnoski et al.,
CisHi00s 289 244,9 (100) 2012

trimero de procianidina MS?[861]: 449 (64); 571,1 (100); Sarnoski et al.,

[(1)2—>A—>(1)2>A—(1)2] CasH34013 861 575 (33); 693,4 (25); 708,9 (40); 2012

(32) 735,1 (48)

trimero de procianidina tipo A MS?[863]: 411 (69); 451 (45); Sarnoski et al.,

[(1)2—>A—(1)2—-B—(1)2] CasHz6013 863 573 (21); 711 (100) 2012

(33)

tetramero de procianidina tipo MS?[1151]: 573 (32); 863 (100); Sarnoski et al.,

A [(1)2—> B>(1)2—>A—(1)2 Ca4H36017 1151 999,1 (24); 1025,2 (29) 2012

- B —(1)2] 35)
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Intens. ] A -MS, 1.4-25.4min #(76-1579)
[%]

100 283.1
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80

60 |
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401

311.0

20

435.1451.1

4171 469.1

1 1129 150.8 166.8 361.1 3832 485.1

100 150 200 250 300 350 400 450 nmz

Intens. B -MS, 1.4-25.4min #(76-1579)

20 ]
0] 863.2

5771

983.2

0
500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 mz

Figura 22 - Fingerprint da subfragdo MeOH/H>O (1:1) da fragdo metandlica do extrato
etanolico dos galhos obtido por DI-ESI-MS/MS no modo negativo s. Expansao: m/z 100-600
(A) e m/z 600-1500 (B).
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m/z 863 (33)

HO, )—OH| -+
HO™ ™ “OH
OH
m/z 1151 (35) miz 191 (36)
Figura 23 - Constituintes quimicos identificados da subfracido MeOH/H,O (1:1) da fracdo

metanolica do extrato etandlico dos galhos.

Inte[r;/sj ] -MS2(861.0), 26.3min #1624
o

100 4 5711

80 823.2
736.0

60 |

40

20

300 400 500 600 700 800 nmz

Figura 24 - Espectros de massas MS? do ion m/z 861 referente ao trimero de procianidina

[(1)2>A—(1)2—>A—>(1)2] (32)

O espectro de MS? do ion m/z 861 [M-H]" (Figura 24) mostrou os ions fragmentos m/z
735,709, 693, 575,571 e 449, sendo 0 571 o pico base, enquanto que na subfragio MeOH/H,O
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(1:1) da fracdo acetato de etila do extrato etandlico dos galhos, este mesmo ion fragmento
apresentou espectro MS? com as fragmentagdes em m/z 735, 693, 709 com o ion fragmento m/z
735 como pico base. O MS? em m/z 735 [M-H] mostrou os ions fragmentos m/z 567, 447 e
609. De acordo com Sarnoski et al. (2012) as principais vias de fragmentagdo das
proantocianidinas sdo quinona metideo (QM), fissdo Retro Diels-Alder (RDA) e fissdo de anel
heterociclico (HRF). A diferenca observada na fragmentacao do ion m/z 861, pode ser atribuida
ao fato de que na subfragdo MeOH/H»O (1:1) da fragdo acetato de etila, este ion fragmentou-se
pela via HRF, enquanto na subfracio MeOH/H>O (1:1) da fragdo metanodlica, a fragmentacao
ocorreu pela via QM (Figura 25). Estes perfis distintos de fragmentagdo ocorrem provavelmente
devido a menor coelui¢cdo, no entanto, trata-se da mesma molécula, formada a partir de trés
unidades de (epi)catequina (288 Da), exibindo ligagdes distintas ou diferencas na
estereoquimica (SARNOSKI et al., 2012; ZHANG; ZHU, 2015).

0]

H m/z 575
-126 Da l H m/z 289
HRF 126 Da l
HO OH HRF
HO OH

m/z 735

Figura 25 - Via de fragmentagdes das proantocianidinas: quinona metideo (QM), fissdo Retro

Diels-Alder (RDA) e fissdo de anel heterociclico (HRF) proposta por GU et al. (2003).
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4.4.3 Identificacao dos constituintes quimicos da subfracio MeOH da fracio metandlica

por DI-ESI-MS/MS

A subfragdo MeOH, oriunda fracdo metanodlica do extrato etanolico dos galhos, apos

desreplicacdo por DI-ESI-MS/MS, no modo negativo, apresentou um fingerprint conforme

Figura 26. As fragmentagdes subsequentes MS/MS resultaram na identificacdo dos compostos,

(epi)catequina (30), biochanina A (37) e dimeros isoméricos de procianidina Bl e/ou

procianidina B2 (38) (Tabela 7 e Figura 27). O composto 30 foi anteriormente identificado nas

subfragoes MeOH/H>O (1:1) da fragdo acetato de etila e MeOH/H>O (1:1) da fragdo metanodlica

do extrato etanolico dos galhos, enquanto o 37 foi anteriormente identificado na subfracdes

H>O da fragdo metanolica do extrato etanolico dos galhos. Este € primeiro relato dos compostos

30, 37 e 38 no género Machaerium.

Tabela 7 - Identificacdo dos compostos da subfragdo MeOH da fracdo metandlica do extrato

etandlico dos galhos.

Molecul
Compostos olecurar [M—H]~ MS" Ref.
Formula
~ , MS? [283]: 134,9(1), 194,9(5), Roriz et al.,
biochanina (37) Ci5H1006 283 223.9(4): 238.9(5). 268(100) 2014
. . MS? [289]: 178.,9(7), 204,8(58), Sarnoski et al.,
(epi)catequina (30) Ci5H100s 289 244.9(100) 2012
dimeros isoméricos de MS2[577]: 289(25). 406.9(100
procianidina B1 e/ou C30Ha6012 577 S*I577]: 289(25),406.9(100), g5 ot al, 2007

procianidina B2 (38)

451(44),425(7)
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Intens. | A “MS, 0.5-19.8min #(21-943)
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Figura 26 - Fingerprint da subfracio MeOH da fragdo metanolica do extrato etandlico dos
galhos obtido por DI-ESI-MS/MS no modo negativo. Expansao: m/z 100-600 (A) e m/z 600-
1500 (B).

OH

OH| -H
HO 0 O "o
‘ OH

OH
m/z 289 (30) m/z 283 (37)

OH O

m/z 577 (38)

Figura 27 - Constituintes quimicos identificados da subfragio MeOH da fracdo metandlica do

extrato etanolico dos galhos de M. acutifolium.
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Intens. | -MS2(577.0), 3.1min #123
[%]

100 406.9

804 531.3 5591

60 -|

501.1

2829  311.0
40 268.9

323.1

20 |
160.8178.8 2128 243.9

150 200

Figura 28 - Espectros de massas MS? do ion m/z 577 referentes a dimeros isoméricos de

procianidina B1 e/ou procianidina B2 (38).

O espectro MS? do ion precursor m/z 577 [M-H] (Figura 28) mostrou os ions fragmentos
m/z 425 [M-H-152] caracteristico do rearranjo Retro Diels-Alder (RDA) do anel heterociclico,
m/z 407 [ M-H-170] indicativo do RDA-F do anel heterociclico e perda de H>O, m/z 451 [M-
H-126] caracteristico da clivagem entre C4-C5 e O-C2 de anel pirano e m/z 289 [M-H-289]
caracteristico da clivagem do vinculo interflavanico. Este composto foi identificado como

dimeros isoméricos de procianidina B1 e/ou procianidina B2 (SUN et al., 2007).
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CONCLUSAO

O estudo quimico das fracdes hexanica, cloroférmica, acetato de etila, metandlica e
metanol-agua, oriundas da coluna filtrante de gel de silica do extrato etandlico dos galhos de
M. acutifolium, por CCD, HPLC-DAD e DI-ESI-MS/MS, no modo negativo, permitiu
identificar 14 compostos.

O fracionamento cromatografico das fragdes hexanica e cloroférmica dos galhos
forneceram o esqualeno (28) e a mistura de esteroides: sitosterol (4) e estigmasterol (5),
respectivamente. A fragdo acetato de etila dos galhos, apds desreplicagdo por DI-ESI-MS/MS,
permitiu a identificagdo de sete compostos escopoletina (29), (epi)catequina (30), dimero de
procianidina tipo A [(1)2>A—>(1)2] (31), trimero de procianidina tipo A
[(1)2—>A—(1)>A—(1)2] (32), trimero de procianidina tipo A [(1)2—>A—(1)2—>B—(1)2]
(33), trimero de proantocianidina [(epi)catequina e uma (epi)galocatequina] (34) e tetrimero de
procianidina tipo A [(1)2—>B—(1)2—>A—(1)2—->B—(1)2] (35).

A fragdo metandlica dos galhos, apos desreplicagdo por DI-ESI-MS/MS, permitiu a
identificacdo de oito compostos: canferol-3-O-ramnosil-(1—2)-[ramnosil-(1—6)]-hexosil-7-
O-ramnosideo (18), 30, 32, 33, 35, acido quinico (36), biochanina A (37) e dimeros isoméricos
de procianidina Bl e/ou procianidina B2 (38). Os compostos 4, 5 ¢ 18 foram relatados nas
folhas de M. acutifolium. A fragdo metanol-agua (1:1) dos galhos ndo se mostrou promissora
para identificacdo dos constituintes quimicos dentro dos parametros utilizados na analise por
DI-ESI-MS/MS no modo negativo.

Todos os compostos estdo sendo relatados pela primeira vez no género Machaerium,
exceto mistura de esteroides (4 e 5), 18 e 35. Os resultados obtidos contribuem para o

conhecimento da composi¢ao quimica dos galhos da espécie M. acutifolium.
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OUTRAS ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

Durante o doutoramento foi possivel realizar estudos colaborativos com a resina de
Protium heptaphyllum fornecida pelo nosso grupo de pesquisa, bem como produzir trabalhos a

partir de disciplinas obrigatorias e ainda colaborar em outros trabalhos.

1 ESTUDO COLABORATIVO COM A RESINA DE Protium heptaphyllum

A espécie Protium heptaphyllum (Burseraceae), conhecida popularmente como
almecegueira, trata-se de uma arvore de grande porte, de até 20 m de altura, largamente
distribuida na regido amazodnica, sendo também encontrada nos Estados do Piaui, Bahia, Minas
Gerais e Goids, e em outros paises como Suriname, Colombia, Venezuela e Paraguai
(CORREA, 1926; VIEIRA JUNIOR; SOUZA; CHAVES, 2005). Esta espécie exsuda uma
resina oleosa e amorfa, cuja cor ¢ branco-avermelhada também conhecida como almécega do
Brasil, almécega vermelha, breu branco, goma limao, entre outros (MAIA et al., 2000). A resina
¢ utilizada para a fabricag@o de vernizes e tintas, cosméticos, repelentes de insetos e calafetagem
de embarcacdes (MAIA et al., 2000).

Algumas indicagdes terapéuticas, como analgésica, cicatrizante e expectorante sdo
relatadas para resina, tendo sido comprovadas as agdes antiulcerogénica e anti-inflamatdria
(OLIVEIRA et al., 2004a; OLIVEIRA et al., 2004b). O 6leo essencial de P. heptaphyllum
possui propriedades anti-inflamatdria, antinocicepitiva, antifugica e gastroprotetora
(AMARAL et al., 2009; ARAUJO et al., 2011; MOBIN et al., 2016; RAO et al., 2007; SIANI,
et al. 1999).

A resina da almécega ¢ um solido branco amorfo, constituida por triterperndides
pentaciclicos monohidroxilados (a-amirina e B-amirina) e di-hidroxilados (breina e maniladiol).
A mistura de a-amirina e -amirina (Figura 1) corresponde a 45,3% da constituicdo quimica da
resina, seguida pela mistura de breina e maniladiol (Figura 1), que representa 9,5% (MAIA et
al., 2000; VIEIRA JUNIOR; SOUZA; CHAVES, 2005).

A mistura triterpénica de o-amirina e P-amirina possui comprovadas propriedades
farmacologicas, como antiobesidade (CARVALHO et al., 2017; CARVALHO et al., 2015;
SANTOS et al., 2017; SANTOS et al., 2013), de resisténcia insulinica induzida por palmitato
em células C2C12 (MELO et al., 2019), anti-hiperglicémica e anti-hipolipidémica (SANTOS
et al., 2012), anti-inflamatoria (LIMA JUNIOR et al., 2007; MELO et al, 2011; PINTO et al.,
2008a), inibidora de pancreatite (MELO et al, 2011; MELO et al, 2010), antinoceptiva (LIMA
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JUNIOR et al., 2007; LIMA JUNIOR et al., 2006; PINTO et al., 2008b), gastroprotetora e
antipruriginosa (OLIVEIRA et al., 2004b).

o-amirina B-amirina breina maniladiol

Figura 1 - Estruturas dos principais constituintes da resina de almécega

1.1. Fracionamento da resina de almécega

A resina de P. heptaphyllum foi adquirida no Mercado Central de Teresina-PI,
proveniente de um almecegal existente no municipio de Timon-MA. A espécie vegetal foi
coletada neste local e identificada no Herbario Graziela Barroso da UFPI e registrada a exsicata
com o n° 18.247.

A resina bruta (20 g) foi submetida a cromatografia em coluna de gel de silica (5,5 x 31
cm; 250 g), empacotada com hexano/aceto de etila (98:2), com volume morto de 400 mL,
utilizando como eluente hexano e acetato de etila, em ordem crescente de polaridade. No
desenvolvimento da cromatografia em coluna, obtém-se a mistura de amirinas (a- e f-amirina),
na forma de um sélido branco e amorfo, eluida em hexano-acetato de etila 95:5, nas fragdes de
12220 (~9,0 g). A seguir, obtém-se a mistura de diois (breina e maniladiol) eluida em hexano-
acetato de etila 9:1 nas fragdes de 48 a 62 (~2,0 g).

As misturas de amirinas e de didis aparecem no cromatograma obtido em CCD, revelado
com solugdo de Ce(SOs)», inicialmente como manchas de cor alaranjada, que apds um periodo

de 15 min se tornam purpura e verde, respectivamente (VIEIRA JUNIOR et al., 2007).

1.2. Colaborac¢ao com a UFC

A mistura de amirinas foi enviada para o Laboratério de Produtos Naturais,
Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Faculdade de Medicina da Universidade Federal
do Ceara (UFC), sob os cuidados da Profa. Dra. Flavia Almeida Santos. Durante o doutorado
enviamos oito gramas da mistura de amirinas. Neste laboratorio foram avaliados os efeitos
antiobesidade e de resisténcia insulinica induzida por palmitato em células C2C12 da mistura

de a e f-amirina. A colaboragdo com a UFC proporcionou dois artigos e quatro trabalhos em
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Anais de Congressos nacionais € internacionais. A seguir listamos os trabalhos frutos desta

colaboracgao.
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A. a,B-Amyrin prevents steatosis and insulin resistance in a high-fat diet-induced mouse
model of NAFLD via the AMPK-mTORC1-SREBP1 signaling mechanism. Brazilian
Journal of Medical and Biological Research, v. 54, n. 10, e11391, p. 2021.

Melo, K. M.; Oliveira, F. T. B.; Silva, R. A. C.; Quinder¢, A. L. G.; Marinho Filho, J. D. B.;
Aratjo, A. J.; Pereira, E. D. B.; Carvalho, A. A.; Chaves, M. H.; Rao, V. S.; Santos, F. A. a, -
Amyrin, a pentacyclic triterpenoid from Protium heptaphyllum suppresses adipocyte
differentiation accompanied by down regulation of PPARy and C/EBPa in 3T3-L1 cells.
Biomedicine & Pharmacotherapy, v. 109, p. 1860-1866, 2019.

Lima, R. P.; Nunes, P. I. G.; Viana, A. F. S. C.; Oliveira, F. T. B.; Silva, R. A. C.; Freire, G. P.;
Silva, A. V. L.; Moreira, T. S.; Carvalho, A. A.; Chaves, M. H.; Santos, F. A. Effect of the
mixture of triterpenes alpha,beta-amyrin in the prevention of non-alcoholic fatty disease in
mice. /n: 51st Brazilian Congress do Pharmacology and Experimental Therapeutics, 2019,

Alagoas. Programm of the 51st Brazilian Congress do Pharmacology and Experimental

Therapeutics. Sdo Paulo: SBFTE, 2019. v. 1. p. 69-69.

Silva, A. V. L.; Oliveira, F. T. B.; Viana, A. F. S. C.; Lima, R. P.; Silva, R. A. C.; Carvalho, A.
A.; Chaves, M. H.; Rao, V. S; Santos, F. A. Alpha, beta-Amyrin Ameliorates Glucose Uptake
in Palmitate-induced Insulin Resistance in C2C12 Cell. /n: Experimental Biology 2019
Meeting, 2019, Orlando. FASEB Journal, 2019. v. 33. p. 1-2.

Braga, R. D.; Lima, R. P.; Nunes, P. I. G.; Carvalho, A. A.; Chaves, M. H.; Santos, F. A.
Avaliacdo do efeito da mistura de alfa e beta-amirina sobre o ganho de peso corporal e os
pardmetros bioquimicos séricos de camundongos com DHGNA induzida por dieta
hipercalérica. In: XXXVII Encontro de Iniciacdo Cientifica, 2018, Fortaleza. Revista
Encontros Universitarios da UFC, 2018. v. 3. p. 1012.

Carvalho, A. A. Capitulo 6



242

Moreira, T. S.; Oliveira, F. T. B.; Viana, A. F. S. C.; Carvalho, A. A.; Chaves, M. H.; Santos,
F. A. Avaliagdo do efeito da mistura de alfa e beta-amirina na resisténcia insulinica induzida
por palmitato em células C2C12. In: XXXVII Encontro de Iniciacdo Cientifica, 2018,
Fortaleza. Revista Encontros Universitarios da UFC, 2018. v. 3. p. 1011.

1.3 Colaboraciao com a UNESP

A mistura de amirinas foi enviada para Faculdade de Odontologia de Aracatuba (FOA)
da Universidade Estadual Paulista (UNESP), sob os cuidados da Profa. Dra. Daniela Atili
Brandini de Weert. Durante o doutorado enviamos 30,27 g da mistura de amirinas para
avaliagdo da atividade anti-inflamatoria no tratamento de superficie em reimplante dentario

imediato. Esta colaboragao resultou na publica¢cdo de um artigo cientifico.

Covre, L. M.; Debortoli, C. V. L.; Amaral, M. F.; Carvalho, A. A.; Freitas, J. S.; Vieira Junior,
G. M.; Chaves, M. H.; Casatti, C. A.; Brandini, D. A. Uso da mistura de a- ¢ B-amirina como

meio de conservacdo em reimplante dentario. Research, Society and Development, v. 9,

p.€948998134, 2020.

2 TRABALHOS PRODUZIDOS A PARTIR DAS DISCIPLINAS OBRIGATORIAS

Ao cursar algumas disciplinas obrigatorias foi possivel elaborar trabalhos e publica-los
na forma de artigo cientifico e capitulo de livro. Nas disciplinas seminarios I e II foi elaborado
um artigo de prospec¢do cientifica e tecnologica do género Erythrina, que foi publicado na
revista Cadernos de Prospeccdo. Na disciplina Quimica Inorganica Avancada foi elaborado um
artigo de prospeccao tecnologica, publicado na forma de capitulo de livro na Editora Atena e
apresentado no I Workshop do Programa da P6s-Graduagao em Ciéncia dos Materiais da UFPIL.
A seguir listamos os trabalhos elaborados a partir das disciplinas de Seminéarios I e I e Quimica

Inorganica Avancgada.

Carvalho, A. A.; Silva, L. F. F.; Freitas, J. S.; Santiago, R. F.; Chaves, M. H. Analise
prospectiva com énfase cientifica e tecnologica do género Erythrina (Fabaceae). Cadernos de

Prospeccao, v. 13, n. 3, p. 723-732, 2020.

Carvalho, A. A.; Sousa, R. B.; Costa, J. C. S.; Chaves, M. H.; Silva Filho, E. C. Prospec¢ao

tecnoldgica de biocompoésitos a base de quitosana e hidroxiapatita para aplicagdes na
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engenharia tecidual 6ssea. In: Carmen Lucia Voigt. (Org.). Atividades de Ensino e de

Pesquisa em Quimica 2. 1ed. Ponta Grossa-PR: Atena Editora, 2020. p. 140-150.

Carvalho, A. A.; Sousa, R. B.; Vieira, E. G.; Osajima, J. A.; Fialho, A. C. V_; Silva Filho, E. C.
Prospecgdo tecnoldgica de biocompdsitos a base de quitosana e hidroxiapatita aplicada a
engenharia de tecidos. /n: I Workshop do Programa da Po6s-Graduacio em Ciéncia dos

Materiais da UFPI, Teresina-Piaui, 2017.

3 COLABORACAO EM OUTROS TRABALHOS
Durante o doutoramento foi possivel ainda colaborar em cinco artigos cientificos que
foram publicados na Editora Atena na forma de capitulos de livros, conforme apresentados a

seguir.

Veras, M. D. A.; Santos, L. R.; Carvalho, A. A.; Chaves, M. H. Prospec¢do tecnoldgica da
carboplatina: um farmaco usado no tratamento de cancer. /n: lara Lucia Tescarollo. (Org.).

Farmacia e Promocao da Satde 2. 1ed. Ponta Grossa-PR: Atena Editora, 2020. p. 100-108.

Oliveira, J. S. S. M.; Santos, L. R.; Carvalho, A. A.; Sousa, R. P.; Vieira Junior, G. M.; Farias,
R. R. S.; Chaves, M. H. Composi¢do quimica, fenois totais e atividade antioxidante das folhas
de Simaba ferruginea. In: Cleberton Correia Santos (Org.). Estudos Interdisciplinares nas
Ciéncias Exatas e da Terra e Engenharias 4. led. Ponta Grossa-PR: Atena Editora, 2019. p.
144-156.

Santos, L. R.; Carvalho, A. A.; Silva, L. F. F.; Vieira Junior, G. M.; Farias, R. R. S.; Chaves,
M. H. Validac¢do de metodologia para quantificacao de rutina e quercetina nas folhas de Senna
acuruensis. In: Cleberton Correia Santos (Org.). Estudos Interdisciplinares nas Ciéncias

Exatas e da Terra e Engenharias 2. led. Ponta Grossa-PR: Atena Editora, 2019. p. 144-156.
Santos, L. R.; Carvalho, A. A.; Santiago, R. F.; Chaves, M. H. Alcaloides do género Senna e

potencial farmacolégico. /n: Amanda Natalina de Faria. (Org.). Principios Fisico Quimicos

em Farmacia. led. Ponta Grossa-PR: Atena Editora, 2019. p. 1-13.
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Santos, L. F.; Santos, L. R.; Carvalho, A. A.; Sousa, R. P.; Neris, M. L.; Vieira Junior, G. M.;
Freitas, S. D. L.; Chaves, M. H. Triterpenoides, esteroides e atividade antioxidante das cascas
do caule de Luehea divaricata. In: Juliano Carlo Rufino de Freitas e Ladjane Pereira da Silva
Rufino de Freitas. (Orgs.). Atividades de Ensino e de Pesquisa em Quimica. led. Ponta

Grossa-PR: Atena Editora, 2019. p. 241-251.
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CONSIDERACOES FINAIS

A revisdo bibliografica dos isoflavonoides da tribo Dalbergicae (Fabaceae-
Papilionoideae), no periodo de 1945 a 2019, mostrou a ocorréncia de 240 compostos
distribuidos em 69 espécies e 15 géneros. Os isoflavonoides formononetina, biochanina A e
medicarpina foram isolados com maior frequéncia na tribo. Os géneros Dalbergia,
Machaerium, Andira e Pterocarpus apresentaram maior nimero de espécies com ocorréncia de
isoflavonoides. A tribo Dalbergieae possui 46 espécies e 81 isoflavonoides bioativos se
destacando como detetora de importante potencial biologico.

O perfil metabolomico dos extratos etanolico das folhas e galhos de Machaerium
acutifolium, obtidos por CCD e HPLC-DAD, sugeriu a presenca flavonoides e compostos de
natureza isoprénica. A investigagdo do potencial bioldgico revelou que o extrato etandlico dos
galhos, no ensaio com o DPPH, possui atividade sequestradora de radicais livres superior ao
extrato etandlico das folhas e ao controle positivo BHT, no entanto, foi menos ativo que a rutina
e acido galico. O ensaio com ABTS mostrou que o extrato etandlico dos galhos foi mais ativo
que o extrato etandlico das folhas e que os controles positivos. Os teores de fenois totais
apresentaram correlacdo positiva com a atividade antioxidante, nos dois ensaios. O extrato
etandlico das folhas apresentou maior teor de flavonoides totais e fator de protecao solar que o
extrato etanolico dos galhos. O extrato etanolico dos galhos apresentou indicativo de atividade
inibidora da acetilcolinesterase, enquanto extrato etandlico das folhas ndo se mostrou ativo. Os
extratos etandlico das folhas e galhos ndo apresentaram atividade larvicida contra Aedes
aegypti.

O estudo fitoquimico dos extratos etanolico das folhas e galhos de M. acutifolium
resultou no isolamento e identifica¢do de 38 compostos, distribuidos nas classes dos tocoferdis,
esteroides, triterpenoides e flavonoides.

O fracionamento cromatografico da fragdo hexanica das folhas resultou no isolamento
de a-tocoferol (1), colesterol (2), campesterol (3), sitosterol (4), estigmasterol (5), lupeol (6),
isomeros E/Z do 3-O-p-cumaroil--amirina (7 e 8), 3-O-p-cumaroilgermanicol (9 e 10) e 3-O-
p-cumaroillupeol (11 e 12).

A fragdo acetato de etila das folhas, ap6s desreplicacdao por DI-ESI-MS/MS, permitiu a
identificacdo dos quercetina-3-O-ramnosil-(1—2)-[ramnosil-(1—6)]-hexosil-7-O-ramnosideo
(13), quercetina-3-O-ramnosil-(1—6)-hexosil-7-O-ramnosideo (14), quercetina-3-O-ramnosil-

(1—-6)-hexosideo  (15), canferol-3-O-ramnosil-(1—3)-ramnosil-(1—2)-[ramnosil-(1—6)]-
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hexosil-7-O-ramnosideo (16), canferol-3-ramnosil-7-[6-feruloil]-hexosil-(1—3)-ramnosideo
(17), canferol-3-O-ramnosil-(1—2)-[ramnosil-(1 —6)]-hexosil-7-O-ramnosideo (18), canferol-
3-O-ramnosil-(1—6)-hexosil-7-O-ramnosideo (19), canferol-3-O-ramnosil-(1—6)-hexosideo
(20), canferol-3-O-hexosideo (21)

A fragdo aquosa das folhas, apos desreplicagdo por DI-ESI-MS/MS, permitiu a
identificacdo dos flavonoides 13-16 ¢ 18-21, isoflavonoides genisteina (25) e daidzeina-8-C-
glicosideo (26) e o biflavonoide moreloflavona (27). Adicionalmente, da fracdo aquosa foram
isolados e identificados os flavonoides: canferol-3-O-ramnosil-(1—3)-ramnosil-(1—2)-
[ramnosil-(1—6)]-glicosil-7-O-ramnosideo  (16), 3'.4'-dimetoxi-3-O-f-D-galactopiranosil-
(1—6)-0-L-ramnopiranosideo-7-O-o-L-ramnopiranosilflavonol ~ (22), robinina (23) e
astrasikokiosideo I (24). Este ¢ o primeiro relato do flavonoide 22 sendo considerado inédito.
Os compostos isolados foram identificados por RMN 'H e 3C (1D e 2D), CG-EM e DI-ESI-
MS"

Os flavonoides robinina e astrasikokiosideo I foram quantificados por HPLC-DAD no
extrato etanolico e fragcdes das folhas. A fracdo aquosa das folhas apresentou os maiores teores
dos dois flavonoides (127,1£7,9 e 192,2+15,7), quando comparado ao extrato etandlico
(66,8+2,0 e 93,843,7) e a fracdo acetato de etila (nd e 3,4+0,3). Os resultados indicam que a
quantifica¢do dos flavonoides pode ser realizada nos comprimentos de onda A 265 e 348 nm
sem diferengas significativas entre os teores. Estes flavonoides ndo foram detectados nos
galhos, mostrando que a composi¢cdo quimica dos galhos e das folhas ¢ distinta. Este ¢ o
primeiro relato de quantificag@o dos flavonoides robinina e astrasikokiosideo I. A quantificagdo
destes flavonoides serve de base para padronizagdo do extrato e fracdes e para caracterizagao
de marcadores quimico.

O fracionamento cromatografico das fragdes hexanica e cloroférmica dos galhos
forneceram o esqualeno (28) e a mistura de esteroides sitosterol (4) e estigmasterol (5),
respectivamente. A fragdo acetato de etila dos galhos, apds desreplicagdao por DI-ESI-MS/MS,
permitiu a identificacdo da sete compostos: escopoletina (29), (epi)catequina (30), dimero de
procianidina tipo A [(1)2>A—>(1)2] (31), trimero de procianidina tipo A
[(1)2—>A—(1)>A—(1)2] (32), trimero de procianidina tipo A [(1)2—>A—(1)2—>B—(1)2]
(33), trimero de proantocianidina (duas (epi)catequina e uma (epi)galocatequina) (34) e
tetramero de procianidina tipo A [(1)2—>B—(1)2—>A—(1)2—->B—(1)2] (35).

A fragdo metandlica dos galhos, apos desreplicagdo por DI-ESI-MS/MS, permitiu a

identificacdo dos compostos dos compostos: 18, 30, 32, 33, 35, acido quinico (36), biochanina
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A (37) e dimeros isoméricos de procianidina B1 e/ou procianidina B2 (38). Os compostos 4-5
e 18 foram relatados nas folhas de M. acutifolium. A fragdo metanol-agua (1:1) dos galhos nao
se mostrou promissora para identificagdo dos constituintes quimicos dentro dos parametros
utilizados na anélise por DI-ESI-MS/MS, no modo negativo. Todos os compostos estdo sendo
relatados pela primeira vez no género Machaerium, exceto a mistura de esteroides (4 e 5), 6,
18 ¢ 35.

Os resultados obtidos contribuem para o conhecimento do perfil metabolomico e

bioldgico das folhas e galhos da espécie M. acutifolium.
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ISOFLAVONOIDES DA TRIBO DALBERGIEAE: UMA CONTRIBUICAO QUIMIOSSISTEMATICA PARA A
SUBFAMILIA PAPILIONOIDEAE
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ISOFLAVONOIDS OF THE TRIBE DALBERGIEAE: A CHEMOSYSTEMATIC CONTRIBUTION TO THE SUBFAMILY
PAPILIONOIDEAE. Plants from Fabaceae family have several secondary metabolites and high biokogical potential. The
subfamily Papilicacideas (Fabaceas) has 28 tribes, of which Dalbergicas comprises 49 genera and 1325 species. Isoflavoncads
are chemotaxonomic markers of Papilioncsdeac and have important biological propersies. This review describes the soflavonoads
and biclogical activities from the tnibe Dalbergicse (Fabacese Papilionoideas) species, i the period of 1945 w0 2019. A wotal of
240 moflavoncads were found i 69 species and in 15 genera. Formonosetin, biochanin A and modicarpin were the most frequent
1soflavoncids in this tnbe. Dalberpia, Machaeriom, Andira and Plerocarpas gesera had a high sumber of species with occurreace of
msaflavoncads. A total of 81 isoflavanoids and 46 species showed biclogical activities. This suggests that more works are necessary
to evaluate the potential of thas trbe. The present study contribules to the laxonomac classification of gesus or species i the
famaly, subfamily or tribe, ococe the comelation between secondary metsbolites and morphologacal data is an important 100l for the
classfication, phylogeny and evolution of species. This compilation also contributes 1o extend and update the researched period o
the occurrence of isoflavonoids in species of the tribe Dalbergicac, described in the Berature in other bibliographic reviews.

Keywoeds: isoflavonoids; isoflavones; Dalbergiese: Papilioncsdese; Fabaceae.

INTRODUCAO

Estudos quimiossistcmiticos ou guimiotaxonémicos utilizam
dados quimicos provenicntes do metabolismo especializado ou
micromolecular das plantas ¢ podem auxiliar na identificagio ¢
classificaglio de espécics de dificil caracierizaciio com o uso so-
mente de andliscs morfolégicas. A quimiossistemitica considera
o fato dos metabdlitos especializados ¢ suas vias biossintéticas
screm frequentemente especificas ¢ restritas a organismos laxono-
micamente relacionados.'?

A grande varicdade de constituintes quimicos isolados de cspécics
vegetais em conjunto com a morfologia ¢ dados citolégicos permitem
diagnosticar o histérico do organismo ¢ as modificagdes sofridas cm
scu ambicnte.”

Recentemente, um nove lermo denominado quimiofenética foi
proposto para descrever ostudos quimiossisteméticos gue nio visem
somente clucidar relagdes filogenéticas, mas também descrever a
varicdade de produtos naturais micro ¢ macromoleculares do um
determinado tixon.'* Dessa forma, além das abordagens anatémi-
cas, morfolégicas ¢ canolégicas jd reconhecidas como de grande
importincia para o estabelecimento de sistemas naturais, os estudos
quimiofenéticos reénem uma combinaglio de dados foquimicos ©
macromoloculares © até mosmo a busca sistemdtica de produtos na-
turais raros que podem ajudar na caracierizagio de clados, 28€ agora
suportados apenas por dados de sequéncia de DNAY

Plantas da familia Fabaocac Lind (Leguminosac) sio conhecidas
pela diversidade de metabélitos sccundérios ¢ por scu clevado poten-
cial biolégico.” O modo de distribuigiio destes metabélitos pode ser
usado para identificar a origem botdnica ¢ muitas veres cxprossa a
adaplagio, regulagio ¢ evolugdo sofrida por um determinado tixon **

Os isoflavoncides sio metabdlitos sccunddrios ou micromolecu-
larcs quasce gue cxclusivamente restritos 2 subfamilia Papilioncidcac

*c-mail: mariana @uipiedu be

Carvalho, A. A.

(Fabaccac ), sendo alvo de trés revisdes bibliogréficas compreendendo
o periodo de 1997 a 2011 “Entretanto, considerando a relevincia dos
metabdlitos sccunddrios como instrumentos de classificagdo taxo-
ndmica, que a tribo Dalbergicac (Fabaccac—Papilioncideac) passou
por virias modificagdes, cspocialmente, apés avangos na filogenia
molecular” o presente trabalho teve como objetivo realizar uma
revisdio bibliogrifica dos isoflavonoides ¢ atividades biolégicas de
espécics desta tribo, no perodo de 1945 a 2019, contribuindo para
ampliar ¢ atwalizar o periodo pesguisado sobre 2 ocorréncia destes
metabdlitos nesta tribo, como também ajudar na caracterizagdo de
cladas ¢ fornecer subsidios para guiar futums prospegdes fitoquimicas
gue viscm a descoberta de novos agentes terapéuticos.

O tixon Fabaceae

Fabhaccac € considerada 2 lerocira maior familia de Angiospermas
cm ndmero de espéeics ficando atrfis apenas de Asteraccac ©
Orchidaceac. F: constituida por aproximadamente 36 tribos, 770 génc-
ros, 19.500 cspécics ¢ estd distribuida om quasc todos os continenles,
exceto na Antirtida. ™ Essa familia € 2 scgunda ¢m importincia
ccondmica, ficando atris apenas da Poaccac.™

No Brasil, Fabaccac € constituida por 213 géncras, 2.756 espécies,
sendo 1.458 endémicas, 53 subcspécics ¢ 731 varicdades.” A clas-
sificagdo tradicional dividia a familia Fabaccac em trés subfamilias:
Papilionoideac, Cacsalpiniodeac ¢ Mimosoideac, as quais podem ser
diforenciadas principalmente pela prefloragiio das pétalas ' No entan-
to, uma classificagdo mais recente bascada cm estudos axondmicos ©
moloculares foi endossada pelo Legume Phylogeny Working Group,
no qual dividiu 2 familia Fabaccac om scis subfamilias: Papilionoidcac
(503 géncros, corca 14.000 espécics), Cacsalpinicideac (148 géncros,
cerca de 4.400 espécies; incluindo os géncros do clado Mimosoideac),
Detarioideac (84 géncros, cerca de 760 espécics), Dialicideac
(17 géncros, cerca 85 espécics), Corcidoideac (12 géncros, corca de
335 espécics) ¢ Dupargueticideac (1 géncro, 1 ospécic).”
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CAPITULO 3

IDENTIFLCAQAO“DE ISOPRENOIDES NA
FRACAO HEXANICA DAS FOLHAS DE
MACHAERIUM ACUTIFOLIUM POR CG-EM

Data de sceile: 06022020
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Teresina — Piaui
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Teresina — Piaui
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Universidade Federal do Ezpirito Santo

Vitoria — Ezpirito Santo
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Teresina — Piaui

RESUMO: O estudo fitoquimico da fragéo
hexanica das folhas de Machaerium acutifolium
Vogel (Fabaceae-Papilionoideag) resultou
no isolamento de uma mistura composta por
quatro esteroides: colesterol (1), campesterol

Avangos Cientificos, Tecnolbgicos e de Inovagio na Botdnica

Carvalho, A. A.

(2) sitosterol (3) e estigmasterol (4) € um
triterpenoide: lupeol (5). As estruturas destes
compostos foram identificadas por CG-EM,
considerando o tempo de retengéo, padréo
de fragmentagiio e por comparagiio com
dados da literatura. Este € o primeiro relato de
identificac&o dos compostos 1, 2 e 4 no género
Machaerium.

PALAVRAS-CHAVE: triterpenoide, esteroides,
estudo fitoquimico, Machaerium acutifolium,
Fabaceae

IDENTIFICATION OF ISOPRENOIDS FROM
HEXANIC FRACTION OF LEAVES OF
MACHAERIUM ACUTIFOLIUM BY CG-EM

ABSTRACT: The phytochemical study of the
hexane fraction of the leaves of Machaernium
acutifolium Vogel (Fabaceae-Papilionoideae)
resulted in the isolation of the M1 mixture and
identification of four steroids: cholesterol (1),
campesterol (2) sitosterol (3) and stigmasterol (4)
and one triterpenoid: lupeol (5). The structures
of these compounds were identified by GC-MS,
considering retention time, fragmentation pattern
and by comparison with literature data. This is
the first report of identification of compounds 1,
2 and 4 in the genus Machaerium.
KEYWORDS: triterpenoid, steroids,
phytochemical study, Machaenum acutifolium,
Fabaceae
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IDENTIFICACAO DE FLAVONOIDES DAS FOLHAS
DE MACHAERIUM ACUTIFOLIUM (PAPILIONOIDEAE-
FABACEAE) POR ESPECTOMETRIA DE MASSAS
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RESUMO: A fragdo aquosa proveniente
da partigdio do extrato etandlico das folhas
de Machaenum acutifolium (Fabaceae-
Papilionoideae) foi analisada por cromatografia
liquida de alta efici@ncia, com detector de arranjo

Ciénciaz Biolégicas: Campo Promiszor em Pesquisa 2
Carvalho, A. A.

de diodo (CLAE-DAD), fase mével MeOH/H,O-
AcOH (0,2%) e coluna de fase reversa C18,
e por espectrometria de massas acoplado a
fonte de ionizag&o por electrospray (ESI-MS),
no modo negativo. O estudo quimico mostrou
a ocorréncia de flavonois e isoflavonoides, os
quais foram identificados como canferol-3-O-
rutinosil-7-O-diraminosideo (1), quercetina-
3-O-rutinosil-7-C-ramnosideo  (2), rutina (3),
canferol-3-C-rutinosideo  (4), canferol-3-O-
glicosideo (5), daidzeina-8-C-glicosideo (6)
e genisteina (7). Estes compostos estio
sendo relatados pela primeira vez no género
Machaerium.

PALAVRAS-CHAVE: Machaenum acutifolium,
CLAE-DAD, ESI-MS, flavonoides, isoflavonoides

FLAVONOIDS IDENTIFICATION FROM
LEAVES OF MACHAERIUM ACUTIFOLIUM
(PAPILIONOIDEAE-FABACEAE) BY MASS

SPECTROMETRY

ABSTRACT: The aqueous fraction obtained
by partiion of the ethanolic extract from
leaves of Machaenum acutifolium (Fabaceae-
Papilionoideae) was analyzed by high
performance liquid chromatography with diode
array detector (HPLC-DAD), MeOH/H,O-AcOH
(0.2%%) and reverse phase C18 column, and
by mass spectrometry coupled to electrospray

Capitulo 13
Anexos
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Abstract

Nomalcchdic fatty liver disease (NAFLD), caracterzed by hepatosteatosis and steadtchepatles, is intrinsically misted to obesity.
Our peevious study mpoded on he amnSobese achvity of o f-amyrin (AMY), a pertacydic Sterpene isolsted fom Pratium
heptaphylum. This study investigated its ability o prevent fatty liver and the underlying medhaniem using e mouse model of
NAFLD. NAFLD was hduced n malke Swiss mice fad a high fat diet (HFD) for 15 weeks. The contrds were fed anarmal chow
diet (ND). The mice were sinultneously teated with AMYat 10 and 20 mgikg or fenofibrate &t 50 mg/kg. Lipid leves along with
metabdic and inflanmatory paramnelss were assessad in liver and semum. The liver sactions were hisologicaly examined
using H&E staining. RTqPCR and westem biofng assays were pedormed to analyze signding mechanisms. Mice fed HFD
developed severe hepaic stedosic with elevated tdglycerides and lipid dogiets comgared with ND contmls. This was
assocted with a decrease in AMP-acSvated protein kinase (AMPK) actvity, an increase of mechanisSc taget of rapamyan
comgiex 1 (MTORC1) sgmaling, and enhanced sterd regulatory element binding protein 1 (SREBP1) exgression, which have
rdes n ipogenesis, nhhibison of lipolysis, and inflanmatory meponse. AMY reatnent mvemsed hese signaling acvises and
decreased he severity of hepaSc sisatbosis and inflammatory response, evidenced by serum and liver parameters as well as
heiogical findings. AMY-hduced mducon i hepatc steake seamed o imolve AMPK-mTORCI-SREBP1 sgnaling
pathways, which suppoied its beneficial role n he prevenSion and Freatment of NAFLD.

Key wards: o f-Amyrin, High{at diet, Nonadcoholic fatty liver disease, Hepatostestosis; Signaling pathways; Lipid metabdism
Introduction

Nonalcaholic {atty lver dsease (NAFLD) is a spectrum
of kver dseases hal comprises hepatosieabosis and
nondcaholic steatohepdits (NASH), progressing to fibro-
sis and cithosis (1,2). Hepatic slealosis is characlernized
by the accumulation of free fatty acids and cholesterol in
Fver tssues, whemas NASH is assocated with hepato-
cyle deat, inflanmation, and firasis (3). The gobal
prevalence of NAFLD in the generd popuation has been
estmated & 25% and he peevalence rate in South America
is higher than that meparied for the US, approximately

Corespondonan: FA. Santos: <flavia@uic br >
Rocoived March 23, 2021 | Accoplod May 27, 2021
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30-45% (4) The persistent increase in lver lipds in
NAFLD, such as diacyiglycemis and tighycerides, intensi-
fies hepatc insulin resistance, which may further lead ©
cadicvascuar comglicatons and thype 2 diabeles (S5)
Currently, hem is no appeoved pharmacdogicdl treatment
far NAFLD §), s0 a need exists 1o deveiop drugs thad are
eflective aganst NAFLD and the assocaled healh risks
(7} In this regand, there is growing inlerestin the search for
natusl madicinal substances of plant origin that inhibit fatty
Ever (8.9).
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AATICLEINFOD ARSTRACT

Keywords. Previeus mudies have reported the antimebesity effects of @, JaAmyrin in high famfed mice This stody almed t
« fatinyrin evalinte whether & frAmyrin has an soti-adipogenic effect in J13-11 munne sdipscytes snd n uplm the
ITIAT culle pomible waderlying mechanbno. T34 pre-adipocytes were differentiated in o medi X fmaulis,
Mipacyie dishrentivicn Cexamethescne, end 1anethyls3dssbutylxanthize. Cytessxieity of o, feAmyrin was assessed by MTT assey. Lipid
::'/;:;4: centent In adipocytes was dmmvmd by OlRed O staining. In addition, \hc pnmn expresson levels of jere
GLUTA proliferat ' (PPARY), OCAAT fezh mg proteizs alpha (C/EEPa),
Aatisdipagesecky bete (C/EEBPR), end delta (CJBP‘) end gplucose tasspecter & [GLUTS) were determined by qRTPCR aed
western blot analysis OuleBed O stalning revesled markedly reduced fat eccumulation by o, JaAmyrn
(6.2550 pg/ml) witheut affecting <ell viahility. Perthermore, our resulte inthcate that o y-Amynn «m ng.
raficantly seppreas the wdipecyle differentiation by downeepulating the expreasion levels of adip
bey renscription fectors such & PPARy and C/E2P0, hut not C/ER2H or C/EPRS. In .wum 1he protes exs
pression of membrane GLUTY (n 3T3e L1 adipocytes treated with a1, faAmyrin was dgnificantly higher than in
ceatrel cells, indicating that o, f-Amyria aup glucase sptake. These findings rugpest that o, f-Amyrn
exexts an arkmadipo peale effeet peineipally vin medulation of lizid and carbshydrale metabolinn s ¥T3al1eclls.
The present ia vitrs findings, taken tegether with eur sarlier odservation of the antebesity effect In vive,
maggest that &, Jatmynn can be developed as 4 new therapeutic agent for treatment and preventien of shesity,
1. Introduction irclated from Procium Aeptapiyllum (Aubl) March (Burceracea Family),

Obesity is 2 multifactorial dicease and its incidence has increased at
an alarming rate In recent years, thus becoming a worldwide health
problem, with incalculable social costs [1), The availability of only few
effective reatment options for meot individeals with cbesity has
prompted the search for natural products. In this regard, the potential
of berbal de te 1 ehesity are currently receiving
much attention [2=1]. o BeAmymin is an someric tterpenold mixture

comsprising two different subgroups of pentacyelle triterpenaids, ursane
and cleaname (60:40), respectively [5). The enly structural variation
lnvelves e E-ring methyl group, which eccuples the pesition elther at
Cal9 (aadmyrin) or Ca20 (SaAmyrin) (Fig 1) o, feaAmynn has been
shewn o pessess a wide spectrum of Salogical and pharmacolagical
activites including enusinflammatory (6,7], antsnociceptive [£], gase
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Andlise Prospectiva com Enfase Cientifica e
Tecnolégica do Género Erythrina (Fabaceae)

Prospective Analysis with Scientific and Technological Envelope of the
Genus Erythrina (Fabaceae)
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O génerc Erythrina (Fabaceoe) compreende 100 espécles de plantas de valor comercial € com propriedades blolégicas
importantes. O objetivo deste estudo fol reallzar uma prospecgao clentffica e tecnoldgica do género Erythring. Os
bancos de patentes pesquisados foram o European Patent Office (EPO), o Instituto Nacional da Propriedade Industrial
(INPI} do Brasil, o Banco de Patentes Latino-Americanas (LATIPAT), o United States Patent and Trademark Office
({USPTO) e 0 World Intellectual Property Organization (WIPQ), A maioria das patentes estd depositada na EPO e
WIPO com 271 e 234 registros, respectivamente, O crescimento no nimero de patentes depositadas ocorreu a partir
de 2010. A China, os Estades Unidos, o Canadé e o Japio sao os principais depositantes de patentes envolvendo
as espécies de Erythrina nas bases EPO @ WIPO. As classificagbes internacionais mais frequentes das patentes foram
AB1K, seguida de ABIP e C12N.

Palavras-chave: Enthring. Fabaceae. Prospecgao Tecnolgica.

Abstract

The genus Enthrina (Fabaceae) comprises 100 species of plants of commercial value and with important biological
properties. The objective of this study was to carry out a scientific and technolegical survey of the genus Engthring.
The patent banks surveyed were the European Patent Office (EPO), the National Institute of [ndustrial Property of
Brazl (INPI). the Latin American Patent Bank (LATIPAT), the United States Patent and Trademark Office (USPTO)
and the World Intellectual Property Organzation (WIPO). Most patents are deposited in the EPO and WIPO with
271 and 234 registrations, respectively. The growth in the number of patents deposited occurred as of 2010. China,
the United States, Canada and Japan are the main patent deposltors involving Erythrina species In the EPO and
WIPO bases. The most frequent international patent classifications were AG1K, followed by AGIP and C12N.

Keywords: Enghrina. Fabacene. Technological Prospecting.
Area Teenolégica: Prospeceio Tecnoldgica.
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CAPITULO 13

PRQSPECQAO TECNOLOGICA DE BIOCOMPOSITOS
A BASE DE QUITOSANA E HIDROXIAPATITA PARA
APLICACOES NA ENGENHARIA TECIDUAL OSSEA

Data de aceile: 05/12/2018
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RESUMO: Os biocompdsitos sdo uma classe de
materiais estruturais oriundos da combinacao
de dois ou mais materiais componentes,
visando aperfeicoar suas propriedades, tal
como a combinagao da quitosana com a
hidroxiapatita. Foram realizadas buscas por
depdsitos de patentes nas bases European
Patent Office (EPQ), United States Patent and

Atividades de Ensino ¢ de Pesgusa em Quimica 2
carvalno, A. A.

Trademark Office (USPTO) e Institute Nacional
de Propriedade Industrial do Brasil (INPI) e de
artigos na Web of Science, com coleta de dados
no més de outubro de 2019, A China fol o pais
que mais pubkcou artigos cientificos e mais
depositou patentes, O depdsito de patentes se
destacou a partir de 2007 e as publicagdes de
artigos a partir de 2009. A area de Ciéncia de
Materiais se destacou com artigos publicados
sobre o tema. A classificacic de patente
mais abundante fol a classe A61 refacionada
a finalidades médicas, odontolégicas ou
higiénicas),
PALAVRAS=CHAVE:
Hidroxiapatita. Quitosana.

Biocompésito.

TECHNOLOGICAL PROSPECTION
CHITOSAN AND HYDROXYAPATITE-BASED
BIOCOMPOSITES FOR BONE TISSUE
ENGINEERING PURPOSES

ABSTRACT: Biocomposites are a class of
structural materials derived from the combination
of two or more component materials, aiming to
perfect the properties, such as by combining
chitosan to hydroxyapatite, Researches were
made for patent deposits at the European
Patent Office (EPO), United States Patent
and Trademark Office (USPTO) and National
Institute of Industrial Property of Brazil (INPI)
and artiddles in the Web of Science, with data
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CAPITULO 12

PROSPECCAO TECNOLOGICA DA CARBOPLATINA:
UM FARMACO USADO NO TRATAMENTO DE

Data de aceile: 23/01/2020
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RESUMO: A carboplatna ou cis-diamino-
(1,1=ciclobutanodicarboxilato) platina(ll) é um
farmaco, andlogo da cisplatina, comumente
utilizado no tratamento de diversos tipos de
canceres devido a sua comprovada agao
anticancerigena ¢ baixa toxicidade in vivo,
O objetivo deste estudo foi realizar uma
prospeccado tecnoldgica sobre a carboplatina
e sua utilizagdc no tratamento de cancer.
Foram analisadas a ocorréncia de depdsitos de
patentes em bancos de inovagio e tecnclogia
nacionais e internacionais (INPl, USPTO, EPO
e WIPO), bem como de artigos cientificos nas

Farmacia e Promogao da Salde 2

Carvalho, A. A.

CANCER

bases de dados Science Direct, Web of Science,
Pubmed e Scielo selecionando as patentes e
artigos que possuiam o termo carboplatina e
combinagdo deste com o termo cancer no titule
e/ou resumo. Durante as buscas nas bases de
dados foram utilizadas as palavras-=chave em
portugués para as bases brasileiras e os termos
em inglés nas demais bases. Os resultados
demonstraram que os Eslados Unidos é o
principal pais depositéario e ainda o que possui
maicr nimero de publicagdes nos dtimes 10
anos. A classificagao internacional (CIP) mais
abundante nessa prospeccdo foi A61K, a qual
trata de preparagées para finabldades médicas,
sendo a Oncologia a &rea que apresenta maior
guantidade de publicacées.
PALAVRAS=CHAVE: carboplatina,
prospeccio tecnolégica

céncer,

TECHNOLOGICAL PROSPECTION
CARBOPLATIN: A DRUG USED IN CANCER

TREATMENT
ABSTRACT: Carboplatin  or cissdiamino=
(1,1=cydlcbutanedicarboxylate) platinum(ll)

is a cisplatin-like drug commonly used in the
treatment of various cancers due to its proven
anticancer action and low in vivo toxicity. The
aim of this study was to conduct a technological
prospecting for carboplatin and its use in cancer
treatment. The occurrence of patent filings
in national and international innovation and
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CAPITULO 15

COMPOSICAO QUIMICA, FENOIS TOTAIS E
ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DAS FOLHAS DE Simaba
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RESUMO: O estudo fitoguimico do extrato
etandlico das fobhas de Simaba ferruginea
(Simaroubaceae) resultou no isclamento
e Identificagdo do composto fendlico acido
elagico (1) e do flavonoide quercitrina (2). O

Estudos Interdiscipbnares nas Cidncias Exatas ¢ da Terra ¢ Engenharias 4

Carvalho, A. A.

ferruginea

composto 1 esta sendo refatado pela primeira
vez no género Simaba. O extrato, bem como
as fragées provenientes da particido deste
apresentaram atividade antioxidante frente ao
radical DPPH, sobretudo a fragao acetato de
etila, seguida da fragéo didorometano. O extrato
e fragdo acetato de etla exibiram os menores
valores de CE_ e malores percentuais de
atividade antioxidante e teores de fendis totais,
determinado pelo método de Folin-Ciocalteu,
O potencial antioxidante do extrato etanclico
e das fragdes pode ser em parte atribuido a
presencga de compostos fendlicos acido elagico
e guercitrina.

PALAVRAS-CHAVE: acido elagico, quercitrina,
fenoistotais, Simaba ferruginea, Simaroubaceae

ABSTRACT: The phytochemical study of
the ethanolic extract of the leaves of Simaba
ferruginea (Simaroubaceae) resulted in the
isclation and identification of the phenolic
compound ellagic acid (1) and the flavonoid
guercitrin (2). Compound 1 is being reported for
the first time in the genus Simaba. The extract,
as well as the fractions from the partition,
showed antioxidant activity against the DPPH
radical, especially the ethyl acetate fraction,
followed by the dichloromethane fraction. The
extract and ethyl acetate fraction showed the
lowest values of IC_, and higher of percentage
of antioxidant activity and total phenol contents,
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CAPITULO 15

VA}IDAQAO DE METODOLOGIA PARA
QUANTIFICACAO DE RUTINA E QUERCETINA NAS
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RESUMO: Um método para quantificacao
de rutina e quercetina nas felhas de Senna
acuruensis (Fabaceae-Caelsalpinioideae) foi
desenvolvido e validado, Todos os resultados
estdodeacordocomaResclugdao REn®899/2003
(ANVISA). Os flavonoides foram quantificados
nos extratos e fragdes por cromatografia liquida
de alta eficiéncia em 255 e 356 nm para rutina

Estudoes Interdiscipbnares nas Cidncias Exatas ¢ da Terra ¢ Engenharias 2

Carvalho, A. A.

FOLHAS DE Senna acuruensis

e 255 e 370 nm para quercetina, demonstrando
que quantificagdo pode ser realizada em
gualquer um destes comprimentos de onda.
Os teores de rutina e quercetina nos extratos
etandlico e aquoso e fragdo hidrometandlica
das folhas de S. acuruensis variaram de 52,40~
89,49 mg g (255 nm) e 54,54=92,07 mg g”
(356 nm) para rutina e de 11,49-24,34 mg g~
(255 nm) e 11,56-24,88 mg g™ (370 nm) para
quercetina e foram superiores aos relatados
para outras espécies de Senna. O método
proposto pode ser considerado linear, seletivo,
sensivel, exato e preciso,

PALAVRASCHAVE: Rutina, Quercetina,
Quantificacéo, Senna acuruensis, Fabaceae

ABSTRACT: A method for quantification of rutin
and quercetin in the leaves of Senna acuruensis
(Fabaceae=Caclsalpinioideae) was developed
and validated. All results were according to the
Resolution RE 899/2003 (ANVISA). Flavonoids
were quantified in extracts and fractions by
high performance liquid chromatography at 255
and 356 nm for rutin and 255 and 370 nm for
quercetin, demonstrating that quantification can
be performed at any of these wavelengths. The
leveks of rutin and quercetin in the ethanolic and
agueous extracts and the hydrometanic fraction
of leaves of S. acuruensis ranged from 52.40-
89,49 mg g’ (255 nm) and 54,54-92,07 mg g~
(356 nm) for rutin and 11.49+24.34 mg g~ (255
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CAPITULO 1

ALCALOIDES DO GENERO Senna E POTENCIAL
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RESUMO: Senna (Fabaceas-Caesalpincideas)
& um género pantropical cujas espécies sao
usadas na medicina tradicional no tratamento
de varios tipos de doencas, principalmente as
de pele e malaria. Uma revisdo bibliografica
foi realizada com o intuito de documentar a
ocorréncia de alcakides neste género, bem
como as suas atividades bioloégicas. Foram
encontrados 51 alcaloides, principalmente
piperidinicos, distribuides em seis espécies, dos
quais 36 sao bicativos. Também se observou
a presenca de alcaloides piridinico e triciclicos
com nacleo isoquinolinico. Os compostos
ativos apresentaram atividades antioxidante,

Principios Fisico Quimicos em Farmécia

Carvalho, A. A.

FARMACOLOGICO

antimaldrica, antimicrobiana, tripanocida,
anticolinesterasica, dentre outras, o que justifica
o uso farmacoclégico de algumas espécies.
PALAVRAS-CHAVE: Senna, alcaloides,
potencial biclégico, Fabaceae

ALKALOIDS OF Senna GENUS AND
PHARMACOLOGICAL POTENTIAL

ABSTRACT: Senna (Fabaceae-
Caesalpinoideae) is a pantropical genus whose
species are used in traditional medicine to treat
various types of diseases, especially skin and
malaria, A literature review was performed to
document the occurrence of alkaloids in this
genus, as well as their biological activities. We
found 51 alkaloids, mainly piperidines, distributed
in six species, of which 36 are bioactive. The
presence of pyridine and tricyclic alkaloids with
isoquinoline nucleiwas also observed. The active
compounds showed antioxidant, antimalarial,
antimicrobial, trypanocidal, anticholinesterase
activities, among others, which justifies the
pharmacological use of some specles.

KEYWORDS: Senna, alkakids, Dbiokgical
potential, Fabaceae
11 INTRODUCAO

O género Senna Mil (Fabaceae-

Caesalpiniocideae) 5] constituido por
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CAPITULO 21

TRITERPENOIDES, ESTEROIDES E ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE DAS CASCAS DO CAULE DE Luehea
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RESUMO: A investigagao fitoquimica do extrato
etandlico das cascas do caule de Luehea

Atividades de Ensinc e de Pesquisa em Quimica

Carvalho, A. A.

divaricata

divaricata Mart & Zucc resultou no isolamento
e identificagao dos triterpenocides pentaciclicos
friedelina (1), lupenona (2), lupeol (3), hop-
17(21)=en-3=cna (4), hop=17(21)-en=3=0l (5),
taraxasterol (6), acido 3-O-acetil-oleandlico
(7) e Aacido 3-C-acetil-ursélico (8) e dos
esteroides sitosterol (9) e estigmasterol (10).
O extrato etandkco e suas fracdes da particao
apresentaram atividade antioxidante no ensaio
frente ao radical DDPH, sendo o extrato e a
fragdo acetato de etila mais ativos e com os
maiores teores de fenodis totais, determinado
pek métedo de Fofn-Ciocalteu,

PALAVRAS-CHAVE: Luehea  divaricala,
triterpenoides, atividade antioxidante, Fabaceae

TRITERPENOIDS, STEROIDS AND
ANTIOXIDANT ACTIVITY FROM STEM BARK

OF Luehea divaricala

ABSTRACT: The phytachemical investigation
of the ethanolic extract of the stem bark of
Luehea divaricata Mart & Zucc resulted in
the isolation and identification of pentacycdic
triterpenoids: friedelina (1), lupencne (2), lupecl
(3), hop=17(21)-en-3-one (4), hop=17(21)=en-
3-0l (5), taraxasterol (6), 3-O-acetyl oleanclic
acid (7) and 3-O-acetyl ursolic acid (8) and the
steroids sitosterol (9) and stigmasterol (10).
The ethanolic extract and its partition fractions
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