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RESUMO

Muitas espécies de plantas e arvores ainda ndo foram estudadas e necessitam de dados
quimicos e bioldgicos para verificagdo de seus constituintes e atividades, buscando a
descoberta de moléculas novas e meios de utiliz&-las em beneficios da saide. A Amazonia
contém muitas espécies ndo estudadas e Macrolobium acaciifolium é uma delas, a qual é
uma arvore da sub-familia Caesalpinioideae (Fabaceae) e esta presente ndo apenas na
Amazonia, mas em outros estados do Brasil, além de paises da América Central e do Sul.
O objetivo deste trabalho foi estudar quimicamente os metabdlitos secundarios dos
extratos de M. acaciifolium e testar o potencial antioxidante, toxico e antibacteriano
destes extratos. Os extratos hexanicos e metanolicos foram obtidos por maceracéo a frio
com o auxilio do ultrassom e seus potenciais antioxidantes foram avaliados frente o
radical DPPH e o complexo Fe**Fenantrolina, assim como testes toxicos contra Artemia
salina e algumas cepas de bactérias. O estudo fitoquimico do extrato metandlico das
flores permitiu o isolamento do flavonoide kaempferol-3-rutinosideo e do extrato
metanolico das folhas a apigenina, luteolina-3’-O-a-L-ramnosideo e luteolina-4’-O-a-L-
ramnosideo. Os ensaios realizados indicaram que o extrato metandlico das folhas possui
elevado potencial antioxidante e os extratos hexanico das folhas e metandlico dos galhos
possui elevados potenciais bacteriostéaticos, mas todos se mostraram nao toxicos contra
Artemia salina. Luteolina-4’-O-a-L-ramnosideo ndo possui relato na literatura consultada
e a sua presenca, junto com os outros flavonoides isolados, sugere o potencial

antioxidante do extrato metanélico das folhas.

Palavras-chave: antioxidante, antibacteriano, flavonoides, luteolina-3’-O-a-L-

ramnosideo, luteolina-4’-O-a-L-ramnosideo.



ABSTRACT

Many species of plants and trees have not yet been studied and require and chemical
biological data for verification of its constituents and activities, seeking the discovery of
new molecules and ways of using them in health benefits. The Amazon contains many
species not studied and Macrolobium acaciifolium is one of them, which is a tree of the
Caesalpinioidea (Fabaceae) subfamily and is present not only in the Amazon, but in other
states of Brazil, as well as Central and South American countries. The objective of this
work was to study chemically the secondary metabolites of M.acaciifolium and to test the
antioxidant, toxic and antibacterial potential of this extracts. Hexanic and methanolic
extracts were obtained by cold maceration with the aid of ultrasound and its potential
antioxidants were evaluated by the DPPH radical and the Fe**’Phenantroline complex, as
well as toxic tests against Artemia salina and some strains of bacteria. The phytochemical
study of the methanolic extract of the flowers allowed the isolation of the flavonoid
kaempferol-3-O-rutinoside and of the methanolic extract of the leaves to apigenin,
luteolin-3’-O-a-L-rhamnoside and luteolin-4’-O-a-L-rhamnoside. The assays performed
indicated that the leaves' methanolic extract has a high antioxidant potential and the leaf
hexanic and methanolic extracts of the branches have high bacteriostatic potentials, but
all were nontoxic against Artemia salina. Luteolin-4’-O-a-L-rhamnoside is not reported
in the literature consulted and its presence, together with the flavonoids isolated, suggest

the antioxidant potential of the leaf methanolic extract.

Key-words: antioxidant, anti-bacterial, flavonoids, luteolin-3’-O-a-L-rhamnoside,

luteolin-4’-O-a-L- rhamnoside.
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1 INTRODUCAO
Os metabolitos secundarios possuem varias fungdes nas plantas que vdo desde a

defesa contra herbivoria até atracdo de insetos para disseminacdo da espécie (MACIEL
etal., 2002; LORENZI & MATQOS, 2002).

Procurar por esses metabolitos com potenciais biolégicos continua a ser a finalidade da
quimica de produtos naturais. A relevancia da pesquisa se torna ainda maior ainda quando
a espécie vegetal ndo tem relatos de estudos quimicos na literatura, podendo levar ao
isolamento de substancias inéditas que possam ter um potencial bioldgico mais efetivo
do que as conhecidas (VERPOORTE et al., 2000; DEWICK, 2002).

Os extratos vegetais possuem bastante potencial antioxidante quando comparado
a um agente redutor de referéncia. Esses resultados sdo promissores para a geracdo de
produtos que reduzam os estresses oxidativos que afetam o nosso corpo, podendo ser
usados externamente como 0s cosméticos e internamente com os farmacos.

Por meio de ensaios biolégicos, os estudos com produtos naturais tém procurado
avaliar o potencial de extratos contra 0os microrganismos patégenos mais comuns aos
quais as pessoas sdo suscetiveis. Os resultados sdo altamente satisfatorios para muitos
extratos das mais variadas espécies.

Dentre 0s metabdlitos com maiores potenciais biolégicos, estdo os alcaloides e
flavonoides. Os alcaloides sdo destaques por possuirem alta toxicidade e os flavonoides

sdo destacados por seus potenciais anti-inflamatorio e antioxidante (CHARLES, 2013).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Substéncias Antioxidantes

O corpo humano naturalmente produz radicais livres oxidantes altamente reativos,
que degradam e interferem nas funcdes naturais dos sistemas fisiologicos. Sdo atomos ou
moléculas com elétrons desemparelhados, podendo ter carga positiva, negativa ou neutra.
Essas espécies livres sdo resultantes do proprio metabolismo, mas também de processos
externos, como exposi¢do ao ar. Para reduzi-los ou inibi-los, as pessoas podem ser
tratadas de forma natural, com ingestdo de alimentos que possuam o0s chamados
antioxidantes. Antioxidantes sdo as substancias que inibem os radicais livres atuando
geralmente com a doacdo de um hidrogénio na reacéo final, fazendo com que ela mesma
se torne um radical livre, poréem estavel (ZAMPELA & MICHA, 2015).

Os antioxidantes sdo substancias das mais diversas classes quimicas, logo podem
ter estruturas com sitios reacionais parecidos ou ndo. Da mesma forma, seus mecanismos
de estabilizacdo da propria estrutura de forma radicalar terdo suas particularidades. Os
antioxidantes sdo 0s que mesmo quando em menor concentracao que o reagente oxidante,
podem inibir uma mesma quantidade de teor oxidado quando comparado a outro
antioxidante (CHARLES, 2013).

Diversas moléculas antioxidantes contém em geral, a caracteristica presenca de
anéis aromaticos com presenca de hidroxila ou duplas ligacdes conjugadas. Muitos
ensaios para quantificar a concentracdo de substancia com potencial antioxidante tém sido
realizados e usados como parametro para inicio de estudo e fracionamento de extratos
vegetais (KANESHIMA, et al., 2016; SEONG et al., 2016; GANGOPADHYAY et al.,
2016).

Experimentos muito utilizados nas quantificac6es antioxidantes fazem uso do ion
cation ABTS, o qual tem uma absorcao espectrofotométrica na regido de 414 nm e apés
inibicdo pelos antioxidantes pela doacdo de hidrogénio em solugdo aquosa, pode ser
detectada pela leitura da absorbancia no comprimento de onda proxima da regido do infra-
vermelho, em 734 nm. O resultado antioxidante pode ser comparado com a equivaléncia
do antioxidante sintético, trolox. O método de potencial antioxidante de redugéo férrica
(FRAP — Ferric reducing antioxidante power) também € muito utilizada, sendo baseada
na reducdo da ferroina Fe(TPTZ)** (Fe*'/tripiridiltriazina) para a Fe(TPTZ)?*, de
coloragédo azul intensa. O resultado expressa 0 potencial antioxidante em meio &cido,

sendo obtido pelo aumento no comprimento de onda para 593 nm e avaliado pela
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equivaléncia micromolar de Fe?* em relagdo ao antioxidante padrdo (ANTOLOVICH et
al., 2002).

Um desses métodos é o sequestro do radical DPPH (Figura 1), onde ele €
solubilizado em solvente orgéanico e medido o comprimento de onda a 517 nm, porém
quando ele é reduzido (capturando um hidrogénio), sua absorbancia diminui e sua
coloracdo muda (da cor roxa para o amarelo palido), informando a concentracdo de
agentes antioxidante presente no substrato em relacdo ao acido ascorbico (BRAND-
WILLIAMS et al., 1995).

Q0 OC

H

Zz—ZZ

O,N NO, O,N NO, .
+ AH — + A

NO, NO,
Figura 1. Radical DPPH sendo resuzido pelo Antioxidante (AH).

Outro ensaio utilizado constantemente é o método de redugdo do Fe* a Fe?*, no
qual as substancias antioxidantes fazem com que o ferro em complexo com algum grupo
ligante, mude a coloragdo no momento em que é reduzido. Muitos métodos com varios
ligantes sdo aplicados de acordo com a literatura, porém nesse trabalho foi utilizado a o-
fenantrolina (Fen) como grupo complexante (Figura 2), onde a cor vermelho-alaranjado
passa para o0 transparente levemente azulado quando reduzido, o qual € monitorado no

comprimento de onda de 508 nm, seguindo a metodologia de Novais (2007).

Figura 2. Fe®* complexado com 3 moléculas de 1,10-fenantrolina.
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2.2 Artemia salina

Artemia salina € um micro crusticeo de agua salgada e tem sido utilizado para
avaliar o potencial toxico de extratos vegetais, onde sdo adicionadas concentracdes de
extratos em contato com os individuos eclodidos. O objetivo é tentar relacionar a
toxicidade sobre A. salina com outros potenciais biologicos, principalmente o teste em
células antitumorais, direcionando assim os estudos dos extratos para 0 metabolito ou
grupo de metabdlitos responsaveis pelo determinado potencial (ANDERSON et al., 1991;
MCLAUGHLIN et al., 1998).

2.3 Atividade antimicrobiana

As bacteérias e fungos sdo conhecidos por habitar o ser humano e causar maleficios
a sua saude, quando patdgenas. Essa problematica é estudada muito antes dos avancos
cientificos conhecerem esses individuos fisicamente em detalhes. Dessa forma, tem-se
procurado formas de combater essas bactérias patégenas ao homem, por meio de novas
drogas que possam extermina-las do corpo procurando evitar que no decorrer das
geracOes possam se tornar resistentes a essa droga (PEIRANO et al., 2006).

Os estudos em produtos naturais tém se preocupado em achar nas plantas,
substancias que sejam ativas para morte ou inibicdo desses patdgenos. Procurando testar
extratos contra esses microrganismos, varias metodologias in vitro podem ser feitas para
medir esse potencial, os mais empregados pela facilidade de teste sdo: o método de
diluicdo e o método de difusdo.

No método de difusdo, uma concentracdo de extrato é colocada em contato com
bactérias inoculadas em um meio sélido de crescimento. ApGs 0 tempo necessario,
verifica-se a formacdo ou ndo de um halo onde nédo ha o crescimento do microrganismo.
No caso da microdiluicdo, é utilizado meio liquido ou sélido para crescimento do
patdégeno juntamente com uma concentragdo do extrato. Contudo, varias concentracdes
sdo testadas até que seja encontrada a concentragdo inibitéria minima, ou seja, a menor

concentragdo que é capaz de neutralizar o crescimento bacteriano (SOUZA et al., 2003).

2.3.1 Aeromonas hydrophila, Edwardsiella tarda e Enterococcus faecalis

Algumas dessas bactérias sdo muito comuns em ambientes visitados pelo homem,
sdo ingeridas ou absorvidas pelos mesmos por meio de ferimentos no decorrer de
manuseio de material contaminado. Uma preocupacdo maior tem sido o fato desses

micro-organismos passarem informacdes genéticas de resisténcia a multidrogas para as
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linhagens posterioras, dificultando o tratamento de suas infec¢des. Exemplos de bactérias
que comumente infectam seres humanos séo Aeromonas hydrophila, Edwardsiella tarda
e Enterococcus faecalis, as quais tem-se buscado meios de inibi-las durante os efeitos de
suas infeccgdes.

Aeromonas hydrophila é uma bactéria gram-negativa, anaerobica, oportunista
patdégena em cultura de peixes, de ocorréncia natural em aguas correntes. Afeta animais
aquaticos e consequentemente humanos que se alimentam desses animais ou entram em
contato com eles. A. hydrophila é uma bactéria muito resistente tanto a multidrogas
quanto mudancas severas no ambiente, podendo se reproduzir e propagar em escalas de
temperaturas que podem variar de 4 — 40 °C, além da mudanca de fatores como pH,
nutricdo e salinidade. Infeccdes nos humanos podem causar gastroenterites (AWAN et
al., 2018; BEBAK et al., 2015; STRATEV & ODEYEMI, 2015).

Edwardsiella tarda é uma bactéria gram-negativa, anaerdbica facultativa,
geralmente relatada por infectar animais que vivem em agua doce, como peixes, anfibios
e répteis, causando hemorragia ou lesfes necréticas nos mesmos, gerando prejuizos na
aquicultura (XU & ZHANG, 2014). Humanos e outros animais podem contrair essa
bactéria por ingestdo de carne de peixes contaminados e pode aderir a feridas que entram
em contato com materiais infectados. Este micro-organismo esta relacionado com
infeccOes entéricas, meningites e abcessos hepaticos (ABRAHAM et al., 2015;
ALEXANDRINO et al., 1999; NISHIDA et al., 2016).

Enterococcus faecalis € uma bactéria gram-positiva, anaerdbica, encontrada na
flora intestinal humana causadora de diversas doencas quando o individuo se encontra
com imunidade baixa, geralmente em pacientes de casos hospitalares (RASMUSSEN et
al., 2010). Também é responsavel por diversas infeccdes endodénticas (JAIN et al.,
2016), no trato urinario (ABAT et al., 2016) e até meningite neonatal (MARTINEZ et al.,
2017). E. faecalis é responsavel por pelos menos 75% de toda contaminacéo pelo género
relatada, sendo conhecida por ser resistente a multidrogas (JAMET et al., 2012).

2.4 Fabaceae

A familia Fabaceae ou Leguminosae esta entre as trés maiores familias do reino
vegetal por apresentar até 0 momento, aproximadamente 946 géneros e 24.505 espécies
e outras espécies continuam a ser descobertas e adicionadas (Fabaceae em The Plant List,
2013). A familia esta subdividida trés subfamilias: Papilionoideae, Caesalpinioideae e

Mimosoideae. Suas espécies tém grande importancia nos mais diversos campos de
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interesse humano como o alimenticio, industrial, medicinal, cientifico, etc. (VEITCH,
2007; CARDOSO et al., 2012; BOATWRIGHT et al., 2016; STIRTON & MUASYA,
2016).

Muitos estudos das espécies de Fabaceae tém comprovado potenciais para as mais
diversas atividades bioldgicas. Trabalhos mais recentes demonstram atividade acaricida
contra carrapato da espécie Rhipicephalus (Boophilus) microplus (SINGH et al., 2016),
antimicrobiano sobre Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia
coli (AKTER et al., 2016), Enterococcus faecalis, Pseudomonas fluorescens e
Agrobacterium tumefaciens (CEYLAN et al., 2016) e atividade inibitoria contra 0 veneno
de serpente da espécie Bothrops atrox (MOURA et al., 2016) além de um filtro de
celulose produzido do tronco de Astragalus gummifer para adsorcao de proteinas (KAYA
etal., 2016).

Muitas substancias fenolicas ja foram isoladas de espécies da familia Fabaceae,
sendo os isoflavonoides e flavonoides os mais identificados, mas outros derivados e
classes também sdo relatados, como dimeros de flavonoides, pterocarpanos, rotenoides,
triterpenos, esteroides, cumarinas, antraquinonas, glucosideos cianogénicos e alcaloides
inddlicos, pirrolinizidinicos e quinolizidinicos (WINK, 2013). Na Figura 3 abaixo sao

ilustradas algumas moléculas encontradas em espécies de estudos recentes.

o}
N\_—H
A\
N

H

OH

Isoflavonoide lupinifolina de
Rhynchosia precatoria
(CORONADO-ACEVES et al.,
2017)

Isoflavonoide sigmoidina H
de Erytrhina senegalensis
(KUETE et al., 2014)

Alcaloide indol-3-carboxialdeido de
Mimosa artemisiana
(NASCIMENTO et al., 2012)

Alcaloide piperidinico
N-metilamondendrina
de Genista quadriflora
(KACEM et al., 2014)

Isoflavonoide derrisisoflavona G
de Derris ferruginea
(MOREL et al., 2013)

Arilfuroumarina pacirrizina de
Neorautanenia mitis (LASISI &
ADESOMOJU, 2015)

Figura 3. Classes quimicas encontradas em espécies de Fabaceae.
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CH,
o}
Il
N
HO W 2
HsC CH, = NH
Triterpeno p-amirina de Alcaloide quinolisidinico citisina Isoflavonoide genisteina
Retama sphaerocarpa de Retama monosperma 8-C-P -D-glicosideo de
(TOUATI et al., 2015) (HAMDANI et al., 2015) Rafnia amplexicaulis
(KINFE et al., 2015)
HO
CH,4
HsC N
OCH, H i
Pterocarpano maackiaina Alcaloide piperidinico (-)-cassina
de Ononis spinosa de Senna spectabilis
(GAMPE et al., 2016) (PEREIRA et al., 2016)
OCHj,
o Ly
H;CO OCH,

OH

Biflavonoide 5-hydroxi-7,4’-dimethoxiflavona-3a-
2°>’-hydroxi-4’>",4’- dimethoxidihidrochalcona de
Poincianellas pyramidalis (OLIVEIRA et al., 2016)

Continuagdo.... Figura 3. Classes quimicas encontradas em espécies de Fabaceae.
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2.5 Flavonoides em Fabaceae

Os flavonoides sdo um grupo de metabolitos secundarios presentes nas plantas e
sdo umas das mais importantes substancias presente na dieta humana, onde largamente
estdo distribuidos nas frutas, vegetais e bebidas. Muitos estudos indicam que o0s
flavonoides podem diminuir os riscos de doencas cronicas e de cunho cancerigeno nas
pessoas (RAFFA et al., 2017), o que estd associado & capacidade antioxidante
comprovada dessa classe (GEORGE et al., 2017), mas que néo a limita apenas como
preventora, visto que se conhece muito sobre a atividade dos flavonoides frente a
microrganismos, como fungos (SELEEM et al., 2017).

Essa classe quimica estd largamente distribuida nas espécies da Fabaceae. Na
Tabela 1 sdo apresentados varios flavonoides isolados de algumas dessas espécies, onde
se observa que esses metabolitos estdo divididos (em sua maioria) em flavonoides
prenilados, mono, di e triglicosilados, com derivacdes de flavonois, dihidroflavonois,

flavonas, flavanonas, isoflavonas, isoflavanonas, isoflavanas e isoflav-3-enos.

Tabela 1. Flavonoides em algumas espécies de Fabaceae.

Flavonoides Espécies Referéncias
OH Glycyrrhiza glabra Asada et al., 1998
HO. (0] W
|
(0]
Abissinona-I1
Ho Glycyrrhiza glabra Asada et al., 1999
Onobrychis tanaitica Ingham, 1978
MeO Butea monosperma Chokchaisiri et al., 2009
Cyclopia genistoides Roza et al., 2016
Mucuna pruriens Dendup et al., 2014
Glycyrrhiza glabra Li et al., 2000

OMe
Afromosina-7-O-(-6"-malonil-g-D-glicopiranosideo)
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Podocarpium podocarpum
Podocarpium podocarpum
Vicia variabilis

Yeetal., 2015
Ma et al., 2013
Tkachenko et al., 1974

Caesalpinia pyramidalis

Bahia et al., 2005

OH o]

Apigenina

Caesalpinia pyramidalis
Genista cilentina
Gleditsia triacanthos
Piptadenia gonoacantha
Thermopsis alterniflora
Vicia subvillosa
Anadenanthera colubrina

Salvia pratensis

Gledetisia triacanthos
Vicia subvillosa
Caragana spinosa
Genista ferox
Desmodium canadense
Erythrina falcata

Bahia et al., 2005
Venditti et al., 2016
Mohammed et al., 2014
De Carvalho et al., 2010
Faizieva et al., 1999
Yuldashev, 2005
Gutierrez-Lugo et al.,
2003

Prokonenko &
Chushenko, 1986
Duchenko et al., 2016
Yuldashev et al., 2007
Olennikov et al., 2012
Mekkiou et al., 2012
Puodziunene et al., 2009
Oliveira et al., 2014

OH (0]

Canavalia gladiata
Lespedeza buergeri
Lespedeza japdnica
Lespedeza pilosa
Sophora microphylla
Sophora prostrata
Sophora tetraptera
Retama sphaerocarpa
Desmodium canadense
Erythrina falcata

Kaneta et al., 1980

Markcham, 1973

Louaar et al., 2005
Puodziunene et al., 2009
Oliveiraetal., 2014

OH 0]
Apigenina-7-O-B-D-glicopiranosideo (Cosmosiina)

Amphicarpaea edgeworthii
Gleditsia triacanthos
Logonychium farctum
Sophora microphylla
Sophora prostrata
Sophora tetraptera
Vicia unijuga

Wistaria floribunda
Gledetisia triacanthos
Genista ferox
Desmodium canadense

Kaneta et al., 1980
Mohammed et al., 2014
Ikramov et al., 1990b
Markcham, 1973

Kaneta et al., 1980
Duchenko et al., 2016

Mekkiou et al., 2012
Puodziunene et al., 2009
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Apigenina-7-0-a-L-ramnosilglicosideo-4’-O-f-D-
glicopiranosideo

Sophora microphylla
Sophora prostrata
Sophora tetraptera

Markcham, 1973

Gleditsia triacanthos
Leucaena leucocephala
Piptadenia gonoacantha
Trigonella grandiflora
Gledtisia triacanthos
Retama sphaerocarpa
Desmodium canadense
Erythrina falcata
Desmodium heterocarpon

Mohammed et al., 2014
Mohammed et al., 2015
De Carvalho et al., 2010
Yuldashev, 2002
Duchenko et al., 2016
Louaar et al., 2005
Puodziunene et al., 2009
Oliveiraetal., 2014
Sahakitpichan, et al.,
2017

OH o
Apigenina-6-C-p-D-glicopiranosideo (Isovitexin)

Gleditsia triacanthos
Leucaena leucocephala
Piptadenia gonoacantha
Desmodium styracifolium
Desmodium canadense
Erythrina falcata
Desmodium heterocarpon

Mohammed et al., 2014
Mohammed et al., 2015
De Carvalho et al., 2010
Phan et al., 2010
Puodziunene et al., 2009
Oliveiraetal., 2014
Sahakitpichan et al.,
2017

OH

HO OH
o
o o o
HO
| 0
S Mom
OH

Aromadendrina-3,7-0O-a-L-di-ramnopiranosideo

OH (0]

Genista celentina

Venditti et al., 2016

HO. 0]

©/OH
W&

OMe O
Aromadendrina-5-metil-éter

Akschindlium godefroyanum

Chaipukdee et al., 2013

OH

OH
OH

OH O HO
Astragalina (Kaempferol-3-O- g-D-glicopiranosideo)

Cicer arietinum
Cicer macracanthum
Cicer flexuosum
Cicer songoricum

Onobrychis inermis
Podocarpium podocarpum
Desmodium styracifolium
Astragalus tana

Astragalus eupeplus
Astragalus captiosus
Lotus ucrainicus
Lotus arvensis
Astragalus levieri

Luk’yanchikov, 1992a

Luk’yanchikov, 1992b
Moniava &
Kemertelidze, 1971a
Ma et al., 2013

Phan et al., 2010
Alaniya & Chkadua,
2000

Yasinov, 1986
Guzhva et al., 1986
Kovalev, 2009

Guzhva et al., 1983
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Astragalus sevangensis
Astragalus galegiformis
Oxytropis miriophylla
Desmodium canadense
Podocarpium podocarpum

Alaniya et al., 2006
Blinova & Tkhuan', 1987
Puodziunene et al., 2009
Ye et al., 2015

Biochanin A

Cicer arietinum

Cicer flexuosum

Cicer mogoltavicum
Cicer songoricum
Genista cilentina
Moghania philippinensis
Trigonella grandiflora
Swartzia polyphylla
Trifolium strepens

Luk’yanchikov, 1992a
Yuldashev, 1998
Yusupova, 1986
Luk’yanchikov, 1992b
Venditti et al., 2016
Ahn et al., 2003
Yuldashev, 2002
Rojas et al., 2006
Luk'yanchikov &
Kazakov, 1983

Dipteryx odorata
Glycyrrhiza uralensis
Butea monosperma

da Cunha et al., 2016
Hatano et al., 1998
Chokchaisiri et al., 2009

Caesalpinia pyramidalis

Bahia et al., 2005

Calicosina-7-0O-B-D-glicopiranosideo

Glycyrrhiza glabra

Li et al., 2000

OMe

OH 0
Crisoeriol

Thermopsis alterniflora
Thermopsis alterniflora
Thermopsis alterniflora

Astragalus abyssinicus

Yuldashev et al., 1976
Faizieva et al., 1999
Kattaev & Nikonov,
1975

El Dib et al., 2014

OH
o
HO o
HO
OH

OH o
Cinarosideo (Luteolin-7-O-p-D-glicopiranosideo)

Ammothamnus lehmannii
Cassia tora

Gleditsia triacanthos
Thermopsis alterniflora
Thermopsis alterniflora
Thermopsis dolichocarpa
Thermopsis dolichocarpa
Vicia subvillosa

Vicia unijuga

Wistaria floribunda
Spartium junceum

Vicia subvillosa

Abdullaev et al., 1983
A & Geetha, 2014
Mohammed et al., 2014
Yuldashev et al., 1976
Faizieva et al., 1999

Yuldashev et al., 1990
Yuldashev, 2005
Kaneta et al., 1980

Ozimina, 1979
Yuldashev et al., 2007
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Daidzeina

Cicer arietinum

Cicer macracanthum
Cicer flaxuosum

Cicer pungens

Cicer songoricum
Sophora tonkinensis
Thermopsis lupinoides
Trigonella grandiflora

Whitfordiodendron filipes

Luk’yanchikov, 1992a

Luk’yanchikov, 1992b
Chang-Ming et al., 2013
Arisawa et al., 1980
Yuldashev, 2002
Liuetal., 2016b

oH
0
HO o
HO
o
0
HOW
HO

OH

Daidzeina-7-O-a-L-ramnosilglucosideo

Bituminaria bituminosa
Sophora tonkinensis

Azzouzi et al., 2014
Chang-Ming et al., 2013

OH
o
HO o
HO
OH

Psoralea acaulis

Psoralea drupacea
Thermopsis lupinoides

Zapesochnaya &
Samylina, 1974
Yuldashev et al., 1996
Arisawa et al., 1980

OAc

Derrisina A

Derris indica

Anusiri et al., 2014

OH

Derris indica

Anusiri et al., 2014

OH [e]

Diosmetina (Luteolina-4’-metil-éter)

Crotalaria saharae
Vicia variabilis
Cyclopia genistoides

Aissaoui et al., 2014
Tkachenko et al., 1974
Roza et al., 2016

OH

HO

0
HO o
o
HO! o
HO
OH

Diosmina (Diosmetina-7-rutinosideo)

Crotalaria saharae
Vicia variabilis
Hedysarum setigerum

Aissaoui et al., 2014
Tkachenko et al., 1974
Neretina et al., 2002
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(0]
HO fo) R
|
o

Euchrenona-a5

Glycyrrhiza glabra

Asada et al., 1998

4

Sophora exigua

Ruangrungsi et al., 1992

Formononetina

Cicer arietinum,

Cicer macracanthum
Cicer flexuosum

Cicer mogoltavicum
Cicer songoricum
Onobrychis tanaitica
Sophora tonkinensis
Thermopsis alterniflora
Thermopsis alterniflora
Thermopsis lupinoides
Butea monosperma
Cyclopia genistoides
Mucuna prurieuns
Whitfordiodendron filipes
Thermopsis alterniflora

Luk’yanchikov, 1992a

Yusupova, 1986
Luk’yanchikov, 1992b
Ingham, 1978
Chang-Ming et al., 2013
Yuldashev et al., 1976
Faizieva et al., 1999
Arisawa et al., 1980
Chokchaisiri et al., 2009
Roza et al., 2016
Dendup et al., 2014

Liu et al., 2016b
Kotenko et al, 1993

OMe
Formonetina-7-O-g-D-glicopiranosideo (Ononina)

Cassia tora

Cicer arietinum

Cicer macracanthum
Cicer flexuosum

Cicer mogoltavicum
Cicer songoricum
Glycyrrhiza glabra
Thermopsis alterniflora
Thermopsis lupinoides
Butea monosperma
Trifolium strepens

A & Geetha, 2014
Luk’yanchikov, 1992a

Yusupova, 1986
Luk’yanchikov, 1992b
Li et al., 2000
Yuldashev et al., 1976
Arisawa et al., 1980
Chokchaisiri et al., 2009
Luk'yanchikov &
Kazakov, 1983

Akschindlium godefroyanum

Chaipukdee et al., 2013

OH [0}

(+)-Glabratefrina

Tephrosia apollinnea

Ammar et al., 2014
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Glycyrrhiza glabra
Glycyrrhiza glabra
Glycyrrhiza glabra

Fukai et al., 1996b
Kinoshita et al., 1975
Kitagawa et al., 1994

Glycyrrhiza glabra
Glycyrrhiza glabra
Entada rheedii

Fukai et al., 1996b
Lietal., 1998
Shafaat-Al-Mehedi et
al., 2015

Glabridina
Glycyrrhiza glabra Asada et al., 1998
| OH Glycyrrhiza glabra Fukai et al., 1996b
Glycyrrhiza glabra Kitagawa et al., 1994
HO O Vixibia alopecuroides Yusupova et al., 1983
X
I
(0}
Glabrol

Glycyrrhiza glabra

Asada et al., 1998

Glycyrrhiza glabra

Kinoshita et al., 1975

Glycyrrhiza glabra

Fukai et al., 1996a

OH
Gancaonina H

Glycyrrhiza glabra

Fukai et al., 1996a

Gancaonina P

Pseudarthria hookeri

Tchamgoue et al., 2016
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Genisteina

Genista cilentina
Glycyrrhiza glabra
Moghania philippinensis
Podocarpium podocarpum
Sophora tonkinensis
Thermopsis dolichocarpa
Thermopsis lupinoides
Desmodium styracifolium
Trifoilium strepens

Pseudosophora
alopecuroides

Genista tricuspidata
Genista ferox
Podocarpium podocarpum
Cyclopia genistoides

Venditti et al., 2016
Hayashi et al., 1996
Ahn et al., 2003

Ma et al., 2013
Chang-Ming et al., 2013
Faizieva et al., 1999
Arisawa et al., 1980
Phan et al., 2010
Luk'yanchikov &
Kazakov, 1983
Butayarov et al., 1998

Boumaza et al., 2006
Mekkiou et al., 2012
Ye et al., 2015

Roza et at., 2017

Glycyrrhiza aspera

Fukai et al., 1994b

Glycyrrhiza glabra

Fukai et al., 1996a

Glycyrrhiza glabra

Fukai et al., 1996a

Thermopsis alterniflora
Thermopsis alterniflora

Thermopsis dolichocarpa
Thermopsis dolichocarpa
Thermopsis lupinoides

Desmodium styracifolium

Yuldashev et al., 1976
Kattaev & Nikonov,
1972

Faizieva et al., 1999
Yuldashev et al., 1990
Arisawa et al., 1980
Phan et al., 2010

Gliasperina-A

Glycyrrhiza aspera

Zeng et al., 1992

28



Glycyrrhiza aspera

Zeng et al., 1992

Glycyrrhiza aspera

Zeng et al., 1992

Glycyrrhiza aspera

Zeng et al., 1993

Glycyrrhiza aspera

Fukai et al., 1994b

Glycyrrhiza aspera

Fukai et al., 1994b

Glycyrrhiza aspera

Fukai et al., 1994b

Glycyrrhiza aspera

Fukai et al., 1994b

Glicirrisoflavanona

Glycyrrhiza glabra
Glycyrrhiza glabra

Hatano et al., 1988a
Hatano et al., 1988b
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Glycyrrhiza glabra
Glycyrrhiza glabra
Glycyrrhiza glabra

Hatano et al., 1988a
Hatano et al., 1988b
Hatano et al., 1989

Glisoflavona

Glycyrrhiza glabra

Hatano et al., 1989

OH
o
HO (0] (0] \©/
HO -
OH
(6}

Glicoliquiritina apiosideo

OH

0 OH

0 OH
0
HO\@
HO™

Glycyrrhiza glabra

Kitagawa et al., 1994

Glycyrrhiza glabra
Glycyrrhiza glabra
Entada rheedii

Fukai et al., 1996b
Kitagawa et al., 1994
Shafaat-Al-Mehedi et
al., 2015

OH o
Isoglabratefrina

Tephrosia apollinea

Ammar et al., 2014

HO l (0]
HO I OMe

OMe
Isomucronulatol

Glycyrrhiza glabra

Ingham, 1977

OMe

OH
OH o]
Isoramnetina

Cicer flexuosum
Cicer pungens
Cicer songoricum
Trifolium strepens

Astragalus kabadianus

Hedysarum setigerum
Genista aetnensis
Gledtisia triacanthos
Alhagi pseudoalhagi
Lotus ucrainicus

Yuldashev, 1998
Luk’yanchikov, 1992a
Luk’yanchikov, 1992b
Luk'yanchikov &
Kazakov, 1983
Yasinov & Khaitov,
1988

Neretina et al., 2002
Artamova et al., 1987
Duchenko et al., 2016
Novruzov et al., 2009
Kovalev, 2009
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Lotus arvensis

Alhagi kirghisorum
Onobrychis angustifélia

Astragalus kabadianus

Burasheva et al., 1977
Moniava &
Kemertelidze, 1971b
Yasinov & Khaitov,
1988

OMe

HO.

OH HO
OH 0 OH
0. HO o OH
(0]

(0]
Isoramnetina-3-O-g-galactopiranosil-(1 — 6)-a-L-
ramnopiranosideo

Alhagi kirghisorum

Burasheva et al., 1976

OMe

OH

OH (e]

HO
Isoramnetina-3-0-g-D-glicopiranosideo

Alhagi kirghisorum
Astragalus annularis
Caragana alaica
Caragana alaica

Cicer arietinum

Cicer mogoltavicum
Cicer songoricum
Astragalus captiosus
Astragalus kabadianus

Caragana alaica
Astragalus adsurgens

Genista tricuspidata
Gledtisia triacanthos
Astragalus cicer
Archidendron clypearia

Burasheva et al., 1977
El-Hawiet et al., 2010
Yuldashev et al., 1999;
Yuldashev & Batirov et
al., 2000
Luk’yanchikov, 1992a
Yuldashev, 1998
Luk’yanchikov, 1992b
Guzhva et al., 1986
Yasinov & Khaitov,
1988

Butayarov et al., 1999
Komissarenko &
Polyakova, 1987
Boumaza et al., 2006
Duchenko et al., 2016
Alaniya et al., 1983
Tao et al., 2016

ﬂ;@

Isoramnetina-3-O-a-L-ramnosilglucosideo

Astragalus sinicus

Kaneta et al., 1980

OMe

Isoramnetina-3-0O-a-L-ramnopiranosideo

Caragana alaica
Caragana alaica

Cicer mogoltavicum
Cicer pungens
Caragana alaica

Yuldashev et al., 1999;
Yuldashev & Batirov et
al., 2000

Yuldashev, 1998
Luk’yanchikov, 1992a
Butayarov et al., 1999
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OH (e]

Isoramnetin-3-O-rutinosideo (Narcissina)

Alhagi kirghisorum
Astragalus annularis
Onobrychis arenaria
Sophora immaturus
Alhagi pseudoalhagi
Caragana spinosa

Burasheva et al., 1975b
El-Hawiet et al., 2010
Yuldashev et al., 1996
Xie et al., 2014
Novruzov et al., 2009
Olennikov et al., 2012

OMe

Isoramnetin-7-O-a-L-ramnofuranosideo-3-O-p-D-
glicofuranosil-6’-p-D-glicofuranosideo

Alhagi kirghisorum

Burasheva et al., 1975a

OH 0]

Glycyrrhiza glabra
Desmodium styracifolium

Li et al., 2000
Phan et al., 2010

| OMe
OH 6}

3-0O-Metil-kaempferol

Glycyrrhiza glabra

Hatano et al., 1989

OH

OH o
Kaempferol

Cicer arietinum
Cicer flexuosum
Cicer mogoltavicum
Cicer songoricum
Thephrosia cinérea
Astragalus babatagi

Astragalus eupeplus
Astragalus melilotoides
Astragalus Kabadianus

Hedysarum sericeum
Hedysarum caucasicum
Lotus ucrainicus

Lotus arvensis
Astragalus galegiformis
Caragana spinosa
Desmodium canadense

Luk’yanchikov, 1992a
Luk’yanchikov, 1992a
Gafurov et al., 1987
Luk’yanchikov, 1992b
Maldini et al., 2011
Yasinov & Yakovlev,
1986

Yasinov, 1986
Makbul' & Blinova,
1979

Yasinov & Khaitov,
1988

Alaniya, 1983

Kovalev, 2009
Alaniya et al., 2006

Olennikov et al., 2012
Puodziunene et al., 2009

Cicer mogoltavicum

Gafurov et al., 1987

32



Kaempferol-3-O-B-D-glucuronideo
OH

HO

HO
OH

OH
H
o] ¢] HO

Kaempferol-3-O-B-D-glicopiranosideo -7-a-L-
ramnopiranosideo

Dorycnium rectum
Vicia sepium

Moreno et al., 2012
Torck et al., 1972

OH

HO

OH 0 OH
o Ho7 S OH OH
0

OH (0}
Kaempferol-3-O-rutinosideo (Nicotiflorin)

Derris trifoliolata
Onobrychis arenaria
Sophora immaturus
Astragallus abyssinicus
Astragalus tana

Astragalus adsurgens

Oxytropis miriophylla

Xu et al., 2009
Yuldashev et al., 1996
Xie et al., 2014

El Dib et al., 2015
Alaniya & Chkadua,
2000

Komissarenko &
Polyakova, 1987
Blinova & Tkhuan', 1987

OH

HO

HO

Kaempferol-3-O-a-L-ramnosilgalactosideo-7-a-L-
ramnopiranosideo

Phaseolus angulares
Pueraria thumbergiana

Kaneta et al., 1980

OH

HO

OH

OH

OH o OH
Kaempferol-3-O-a-L-ramnopiranosil-(1— 6) -p-D-

Derris trifoliolata

Xu et al., 2009

glicopiranosil -(1 — 3)-p-D-glicopiranosideo
OH

OH

OH

OH (0]

HO

Vicia sepium
Thephrosia cinérea
Lotus ucrainicus
Lotus arvensis

Torck et al., 1972
Maldini et al., 2011
Kovalev, 2009

Kaempferol-3,7-O-g-D-di-glicopiranosideo
OH

Kaempferol-3-0-a-L-ramnopiranosideo

Copaifera langsdorffii

Franco et al., 2016
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PoH Dorycnium rectum Moreno et al., 2012

o Podocarpium podocarpum Yeetal., 2015

HO

OH
o OH
OH

Kaempferol-3,7-O-a-L-di-ramnopiranosideo
(Kaempferitrina)

o Cicer arietinum Luk’yanchikov, 1992a
HO%O Desmodium gangeticum Mishra et al., 2005
HO o Lotus ucrainicus Kovalev, 2009

Lotus arvensis

OH e}
Kaempferol-7-O-g-D-glicopiranosideo
OH

Glycyrrhiza glabra Asada et al., 1999
o ()
Glycyrrhiza glabra Fukai et al., 1996a
Glycyrrhiza glabra Fukai et al., 1996b
OH Glycyrrhiza aspera Fukai et al., 1998
A
Kanzonol Z
Desmodium caudatum Sasaki et al., 2012a
| HO OH
MeO o ©/
OH [¢]
Kenusanona |
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Tephrosia apollinea Ammar et al., 2014

MeO

Lanceolatina-A

— Sophora davidii Tanaka et al., 2000
OH Sophora flavescens Hillerns & Wink, 2005
g HO o} ©/
OMe
OH o

Leachianona-A

Desmodium caudatum Sasaki et al., 2012a
| OH Podocarpium podocarpum Yeetal., 2015
HO o Q/
OH
|
o

Leachianona-G

Ammothamnus lehmannii Bakirov et al., 1987
N : _OH
Glycyrrhiza glabra Asada et al., 1998
OMe
Licoagrocarpina
° Glycyrrhiza aspera Li et al., 2000

HO O
MeO

O OMe

HO OH

OFoH
Licoagrosideo A
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Licoflavonol

Glycyrrhiza aspera
Glycyrrhiza aspera
Demodium caudatum

Fukai et al., 1994b
Hatano et al., 1988a
Sasaki et al., 2012b

OH
HO 0w
\Q;j “ h
OH O

Licoflavanona

Glycyrrhiza aspera

Hayashi et al., 1996

Glycyrrhiza glabra

Kitagawa et al., 1994

Glycyrrhiza aspera
Glycyrrhiza aspera

Fukai et al., 1994b
Zeng et al., 1992

Glycyrrhiza aspera
Glycyrrhiza aspera
Glycyrrhiza aspera

Fukai et al., 1994b
Hatano et al., 1988a
Kinoshita et al., 1978

Glycyrrhiza aspera
Glycyrrhiza aspera

Zeng et al., 1992
Fukai et al., 1996a

Glycyrrhiza glabra Saitoh & Shibata, 1975

Glycyrrhiza aspera
Moghania philippinensis
Butea monosperma Chokchaisiri et al., 2009
Cyclopia genistoides Roza et al., 2016
Whitfordiodendron filipes Liu etal., 2016b

Entada rheedii

Hatano et al., 1988a
Ahn et al., 2003
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Liquiritigenina

Dalbergia cochinchinensis

Shafaat-Al-Mehedi et
al., 2015
Liuetal., 2016a

Glycyrrhiza aspera
Glycyrrhiza glabra

Hatano et al., 1988a
Kitagawa et al., 1994

Glycyrrhiza glabra
Glycyrrhiza uralensis

Kitagawa et al., 1994
Hatano et al., 1998

Glycyrrhiza glabra

Hayashi et al., 1996

OH

Luteolina

Ammothamnus lehmannii
Cicer flexuosum

Cicer mogoltavicum
Dipteryx odorata
Genista cilentina
Gleditsia triacanthos
Podocarpium podocarpum
Sophora microphylla
Sophora prostrata
Sophora tetraptera
Thermopsis alterniflora
Thermopsis dolichocarpa
Thermopsis dolichocarpa
Trigonella grandiflora
Vicia subvillosa
Astragalus kabadianus

Salvia pretensis

Lathyrus pratensis
Spartium junceum
Gledetisia triacanthos
Vicia subvillosa
Thermopsis alterniflora
Caragana spinosa
Genista ferox

Desmodium canadense
Podocarpium podocarpum
Cyclopia genistoides

Abdullaev et al., 1983
Yuldashev, 1998
Gafurov et al., 1987

da Cunhaetal., 2016
Venditti et al., 2016
Mohammed et al., 2014
Ma et al., 2013
Markcham, 1973

Faizieva et al., 1999

Yuldashev et al., 1990
Yuldashev, 2002
Yuldashev, 2005
Yasinov & Khaitov,
1988

Prokonenko &
Chushenko, 1986
Ikramov et al., 1990a
Ozimina, 1979
Duchenko et al., 2016
Yuldashev et al., 2007
Kotenko et al, 1993
Olennikov et al., 2012
Mekkiou et al., 2012
Puodziunene et al., 2009
Yeetal., 2015

Roza et al., 2017
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Bituminaria bituminosa
Gleditsia triacanthos
Kummerowia striata
Trigonella grandiflora
Desmodium styracifolium

OH o

Azzouzi et al., 2014
Mohammed et al., 2014
Kaneta et al., 1979
Yuldashev, 2002

Phan et al., 2010

Lespedeza cuneata
Sophora microphylla
Sophora prostrata
Sophora tetraptera

OH (0]

Kaneta et al., 1980
Markcham, 1973

Caragana alaica
Caragana alaica

Gleditsia triacanthos

OH o

Yuldashev et al., 1999;
Yuldashev & Batirov et
al., 2000

Mohammed et al., 2014

Crotalaria lachnophora

OH o

Awouafack et al., 2011

Gleditsia triacanthos
Desmodium styracifolium
Gledtisia triacanthos
Desmodium canadense

OH (0]

Mohammed et al., 2014
Phan et al., 2010
Duchenko et al., 2016
Puodziunene et al., 2009

Mimosa pigra

Miricetina (2°°-O-galloil)-3-O-a-L-ramnopiranosideo

Okonkwo et al., 2016
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OH

OH © HO
Miricetina-3-O-g-D-glicopiranosideo

OH

Logonychium farctum
Gledtisia triacanthos

Ikramov et al., 1990
Duchenko et al., 2016

OH

o)
OH o

Naringenina

Desmodium caudatum
Moghania philippinensis
Podocarpium podocarpum
Cyclopia genistoides
Dalbergia cochinchinensis

Sasaki et al., 2012a
Ahn et al., 2003
Yeetal., 2015
Roza et al., 2017
Liuetal., 2016a

6-Prenilnarigenina

Glycyrrhiza glabra

Hayashi et al., 1996

OH

OH (0]

HO

OH
o)
HO
OH
Ocrosideo

OH

Onobrychis sosnowskyi

Moniava &
Kemertelidze 1971c

HO. 0.
1) o
MeO
o
OMe

Odoratina

Glycyrrhiza glabra

Asada et al., 1999

HO 0.

OH (]

Orobol

OH

Pseudarthria hookeri
Thermopsis dolichocarpa
Thermopsis dolichocarpa
Eriosema glomerata

Tchamgoue et al., 2016
Faizieva et al., 1999
Yuldashev et al., 1990
Awouafack et al., 2008

C
L

Glycyrrhiza glabra
Dalbergia cochinchinensis

Hayashi et al., 1996
Liu et al., 2016a

OH (¢]

Podocarpusflavona A

Caesalpinia pyramidalis

Bahia et al., 2005
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6-Prenillicoflavona-A

Glycyrrhiza glabra

Kitagawa et al., 1994

HO (0]
O | OH
OH o O
OMe

Pratenseina

Cicer arietinum

Cicer mogoltavicum

Cicer songoricum
Podocarpium podocarpum
Podocarpium podocarpum

Luk’yanchikov, 1992a
Yusupova, 1986
Luk’yanchikov, 1992b
Maetal., 2013
Yeetal., 2015

MeO I o
OH © O
OH

Prunetina

Glycyrrhiza glabra
Crolataria lachnophora

Hayashi et al., 1996
Awouafack et al., 2011

OH (0]

Pseudarthria hookeri

Tchamgoue et al., 2016

OH (0]

Pseudarthria hookeri

Tchamgoue et al., 2016

OH (o]
Quercetina

Ammothamnus lehmannii
Cicer flexuosum

Cicer arietinum

Cicer macracanthum
Cicer pungens
Leucaena leucocephala
Logonychium farctum
Sophora tonkinensis
Trigonella grandiflora
Vicia subvillosa
Eriosema glomerata
Astragalus babatagi

Caragana aborescens
Astragalus eupeplus
Astragalus melilotoides
Trifolium strepens

Astragalus captiosus
Astragalus kabadiabus

Oxitropis strobilacea
Hedysarum sericeum
Hedysarum caucasicum
Spartium junceum
Gledtisia triacanthos

Abdullaev et al., 1983
Yuldashev, 1998
Luk’yanchikov, 1992a

Mohammed et al., 2015
Ikramov et al., 1990b
Chang-Ming et al., 2013
Yuldashev, 2002
Yuldashev, 2005
Awouafack et al., 2008
Yasinov & Yakovlev,
1986

Boinik & Batyuk, 1986
Yasinov, 1986

Makbul' & Blinova,
1979

Luk'yanchikov &
Kazakov, 1983

Guzhva et al., 1986
Yasinov & Khaitov,
1988

Pkhon-asa, 1991
Alaniya, 1983

Ozimina, 1979
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Alhagi pseudoalhagi
Vicia subvillosa
Lotus ucrainicus
Lotus arvensis
Caragana spinosa
Bauhinia longifolia

Duchenko et al., 2016
Novruzov et al., 2009
Yuldashev et al., 2007
Kovalev, 2009

Olennikov et al., 2012
Santos et al., 2014

OH

OH ]
M OHOH
Oé O

Mimosa pigra

Okonkwo et al., 2016

Quercetina (2°°-0O-galloil)-3-O-a-L-ramnopiranosideo
OH

OH

W\/ OH
HO
OH

Quercetina 3-O-galactopiranosideo (Hiperosideo)

Albizia julibrissin
Kummerowia striata
Lespedeza cuneata
Trifolium pratense
Vicia amoema

Vicia unijuga

Cicer macracanthum
Onobrychis tanaitica

Astragalus babatagi

Astragalus eupeplus
Trifoium strepens

Hedysarum sericeum
Lotus ucrainicus

Lotus arvensis
Astragalus levieri
Astragalus sevangensis
Caragana spinosa
Desmodium canadense
Bauhinia longifélia
Archidendron clypearia

Kaneta et al., 1980

Luk’yanchikov, 1992a
M.S. Luk’yanchikov &
Kazakov, 1982
Yasinov & Yakovlev,
1986

Yasinov, 1986
Luk'yanchikov &
Kazakov, 1983
Alaniya, 1983
Kovalev, 2009

Guzhva et al., 1983

Olennikov et al., 2012
Puodziunene et al., 2009
Santos et al., 2014

Tao et al., 2016

OH

Quercetina-3-O-g-D-glicopiranosideo (Isoquercitrina)

o HO

Cicer pungens

Leucaena leucocephala
Spartium juceum
Ammothamnus lehmannii
Caragana alaica
Caragana alaica

Thephrosia cinérea
Desmodium styracifolium
Caragana aborescens
Trifpium strepens

Astragalus captiosus
Caragana alaica
Lathyrus pratensis
Hedysarum sericeum
Spartium junceum
Genista tricuspidata

Luk’yanchikov, 1992a
Mohammed et al., 2015
Yesilada et al., 2000
Abdullaev et al., 1983
Yuldashev et al., 1999;
Yuldashev & Batirov et
al., 2000

Maldini et al., 2011
Phan et al., 2010
Boinik & Batyuk, 1986
Luk'yanchikov &
Kazakov, 1983

Guzhva et al., 1986
Butayarov et al., 1999
Ikramov et al., 1990a
Alaniya, 1983
Ozimina, 1979
Boumaza et al., 2006
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Gledtisia triacanthos
Vicia subvillosa
Lotus ucrainicus
Lotus arvensis
Caragana spinosa
Bauhinia longifolia

Duchenko et al., 2016
Yuldashev et al., 2007
Kovalev, 2009

Olennikov et al., 2012
Santos et al., 2014

oH Onobrychis kachetica
HO! .. .
Vicia sepium

Thephrosia cinerea
HO

OH o HO
Quercetina-3-O-p-D-glicopiranosideo -7-O-a-L-
ramnopiranosideo

Moniava &
Kemertelidze, 1971c
Torck et al., 1972
Maldini et al., 2011

OH Cassia tora

0 (6] COOH
OH
OH 0

HO
Quercetina-3-O-B-D-glucuronideo
OH

A & Geetha, 2014

Caragana alaica
Caragana alaica

Copaifera langsdorffii
Lespedeza buergeri
Lespedeza cuneata
Leucaena leucocephala
Mimosa pigra

Schotia brachypetala
Vicia sylvatica
Thephrosia cinérea
Astragalus babatagi

Quercetina 3-O-a-L-ramnopiranosideo (Quercitrina)

Astragalus melilotoides
Caragana alaica

Lotus ucrainicus

Lotus arvensis
Caragana spinosa
Entada abyssinica
Desmodium canadense
Bauhinia longifélia
Archidendron clypearia

Yuldashev et al., 1999;
Yuldashev & Batirov et
al., 2000

Franco et al., 2016
Kaneta et al., 1980

Mohammed et al., 2015
Okonkwo et al., 2016
Sobeh et al., 2016
Torck et al., 1972
Maldini et al., 2011
Yasinov & Yakovlev,
1986

Makbul' & Blinova,
1979

Butayarov et al., 1999
Kovalev, 2009

Olennikov et al., 2012
Dzoyem et al., 2017
Puodziunene et al., 2009
Santop et al., 2014

Tao et al., 2016

Derris trifoliolata
HO.

HO
o

OH
o
OH
OH
OH
(0]
O OH
O
OH O o

Quercetina-3-O-a-L-ramnopiranosil-(1 — 6)-p-D-
glicopiranosil-(1 — 2)-p-D-glicopiranosideo

Xu et al., 2009
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OH Derris trifoliolata Xu et al., 2009
HO!
o
HO (0]
OH
OH OH
%
OH
(6]
OH
OH o OH
Quercetina-3-0-a-L-ramnopiranosil-(1 — 6)--D-
glicopiranosil -(1 — 3)-B-D-glicopiranosideo
oH OH Desmodium gangeticum Mishra et al., 2005
Trigonella grandiflora Yuldashev, 2002
o o 4 Onobrychis inermis Moniava &
HO o Kemertelidze, 1971a

Podocarpium podocarpum Yeetal., 2015

OH o
Quercetina-7-O-p-D-glicopiranosideo
(Quercimeritrina)

OMe Retama sphaerocarpa Martin-Cordero et al.,
1999
OH
o Ho7 OH
OH
OH
OH [¢]
HO
Ramnazina-3-O-$-D-glicopiranosideo -(1—5)-a-
arabinofuranosideo
Sophora microphylla Markcham, 1973
Sophora prostrata
Sophora tetraptera
(0]
OH
OH
HO
Ramnosilisovitexina
OH Sophora microphylla Markcham, 1973

Sophora prostrata

HO Sophora tetraptera

HO

OH [0}

Eriosema robustum Awouafack et al., 2013

OH (¢]

Robusflavona A
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HO. OMe
HO o ‘
o
I OH

OH (0]
Robusflavona B

Eriosema robustum

Awouafack et al., 2013

OH

HO
o LI
0]
NP
OMe O o

Rotindina

Thermopsis alterniflora

Yuldashev et al., 1976

OH

OH HO
OH o OH
(0]

Rutina

Ammothamnus lehmannii
Desmodium gangeticum
Logonychium farctum
Onobrychis altissima
Onobrychis cyri
Obobrychis iberica
Onobrychis inermis
Onobrychis inermis

Onobrychis kachetica
Onobrychis sosnowsky
Onobrychis tanaitica

Sophora immaturus
Astragallus abyssinicus
Astragalus babatagi

Caragana aborescens
Astragalus eupeplus
Astragalus melilotoides
Trifolium strepens

Astragalus captiosus
Astragalus kabadianus

Oxytropis strobilacea
Lathyrus pratensis
Spartium junceum
Gledtisia triacanthos
Alhagi pseudoalhagi
Astragalus levieri
Astragalus sevangensis
Caragana spinosa
Podocarpium podocarpum

Abdullaev et al., 1983
Mishra et al., 2005
Ikramov et al., 1990b
Moniava &
Kemertelidze, 1969

Moniava &
Kemertelidze, 1971a
Moniava &
Kemertelidze, 1971c
M.S. Luk’yanchikov &
Kazakov, 1982

Xie et al., 2014

El Dib et al., 2015
Yasinov & Yakovlev,
1986

Boinik & Batyuk, 1986
Yasinov, 1986
Makbul' & Blinova,
1979

Luk'yanchikov &
Kazakov, 1983
Guzhva et al., 1986
Yasinov & Khaitov,
1988

Pkhon-asa, 1991
Ikramov et al., 1990a
Ozimina, 1979
Duchenko et al., 2016
Novruzov et al., 2009
Guzhva et al., 1983

Olennikov et al., 2012
Yeetal., 2015

OH

HO!
HO

OMe
Sissotrina (Biochanina A-7-O-g-D-glicopiranosideo)

Cicer flexuosum
Cicer mogoltavicum
Trifolium strepens

Yuldashev, 1998
Gafurov et al., 1987
Luk'yanchikov &
Kazakov, 1983
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Desmodium caudatum

OH
HO. o ©/
I
OH ©

Soforaflavanona B

Sasaki et al., 2012a

Sophora exigua Ruangrungsi et al., 1992
7/ Sophora pachycarpa Muminova et al., 2006
Sophora davidii Tanaka et al., 2000
A HO OH
OH [¢]
Soforaflavanona-G (Vexibinol)
Sophora davidii Tanaka et al., 2000
| HO. o
O )
HO. O .
e
OH
HO
Soforaflavanona-H
Sophora davidii Tanaka et al., 2000
Pseudosophora Butayarov et al., 1998

alopecuroides

= HO 0]
OH
HO (0] o
E >—OH

HO
Soforaflavanona-I

Sophora subprostrata

Soforaflavona-A

Shirataki et al.,1986

oH Sophora subprostrata
HO OH

0 0
OH
HO. o O
|O |

Soforaflavona B

Shirataki et al.,1986

Sophora tonkinensis

WS

Chang-Ming et al., 2013
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Soforanona

OH

OH (o]
Tamarixetina

Alhagi kirghisorum
Genista aetnensis

Burasheva et al., 1976
Artamova et al., 1987

OH

OH
Ho 0 @

OH [0}
(+)-Taxifolina

Akschindlium godefroyanum

Chaipukdee et al., 2013

AcO

Tephrosia apollinea

Ammar et al., 2014

Thermopsis alterniflora

Kattaev & Nikonov,
1975

HO
HO

OH o

Thermopsis alterniflora
Thermopsis alterniflora

Faizieva et al., 1999
Kattaev & Nikonov,
1973

Glycyrrhiza aspera

Zeng et al., 1992

Gleditsia triacanthos
Erythrina falcata

Mohammed et al., 2014
Oliveiraetal., 2014

Xambioona

Glycyrrhiza glabra

Asada et al., 1998
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Glycyrrhiza glabra Hayashi et al., 1996

Caragana alaica Yuldashev et al., 1999;

Caragana alaica Yuldashev & Batirov et
HO al., 2000

Glycyrrhiza glabra Lieal., 2000

Caragana alaica Butayarov et al., 1999

OMe
Vistina (Afromosina-7-O-B-D-glicopiranosideo)

2.6 Macrolobium acaciifolium

O género Macrolobium, pertencente a Fabaceae, esta classificado na subfamilia
Caesalpinioideae com cerca de 80 espécies arbdreas ou arbustivas. As espécies desse
género podem ser encontradas na América Central (Honduras, Costa Rica e Panama) e
principalmente na América do Sul (Bolivia, Brasil, Colombia, Equador, Guiana, Guiana
Francesa, Peru, Suriname e Venezuela) nas margens dos rios, igarapés, praias ou em terra
firme. No Brasil, esta presente nas regides Norte, nos estados do Acre, Amazonas,
Amapa, Para, Rondo6nia e Roraima, no Nordeste com o estado do Maranhdo e no Centro-
Oeste, nos estados de Mato Grosso e Mato Grosso do Sul (Fabaceae em Flora do Brasil
2020).

Macrolobium acaciifolium é conhecida popularmente como arapari, sendo
descrita a sua presenca em igapds e varzeas. E uma arvore de grande porte e vivéncia de
aproximadamente 500 anos, podendo atingir até 30 m de altura e 150 cm de diametro
(RIBEIRO, 2013).

Na ultima década, houve a producdo de trabalhos destacando a influéncia do
desmatamento de M. acaciifolium em relacdo com o meio ambiente, visando o controle
da sua exploracdo por ser arvore madeireira (SHONGART, 2008; WITTMANN et al.,
2009) e mesmo sua morte quando seu habitat natural € modificado (ASSAHIRA, 2014).
Barnett et al. (2015) descrevem em seu trabalho, a reducdo de macacos, papagaios e
esquilos que se alimentam dos frutos de M. acaciifolium quando esses frutos se encontram
infestados por coldnias de formigas da espécie Pseudomyrmex viduus.

Na literatura atual, é encontrado somente um trabalho de carater quimico, onde

Behrens et al. (2006) quantificaram os constituintes majoritarios dos 6leos das sementes
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de M. acaciifolium, encontrando acido palmitico, &cido linoléico, acido lignocérico, acido

miristico e acido eicosandico (Czo:1).

3 JUSTIFICATIVA

M. acaciifolium é uma das inimeras espécies da Amazoénia que ndo possuem
estudo quimico aprofundado e ndo se conhece nenhum efeito biolégico dos seus
constituintes. O estudo quimico de seus extratos proporcionara a descoberta de
substancias para realizar estudos bioldgicos onde serdo avaliados quanto ao teor toxico
antibacteriano, toxico para Artemia salina e antioxidante, as quais poderdo gerar patentes,
além de publicacdo dos resultados em revistas cientificas.

4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Isolar e identificar os metabolitos secundarios dos extratos de flores e folhas de
Macrolobium acaciifolium e avaliar as atividades antioxidante, toxica e antibacteriana de

seus extratos.

4.2 Objetivos Especificos

- Fracionar os extratos de M. acaciifolium por meio de técnicas cromatogréaficas, isolar e
identificar as substancias presentes.

- Avaliar o potencial toxico de extratos de M. acaciifolium sobre Artemia salina;

- Avaliar o potencial antioxidante de extratos, fracGes e substancias isoladas frente aos
ensaios quimicos como o radical DPPH e o ion de Fe®*/Fenantrolina;

- Avaliar os extratos quanto ao potencial antibacteriano contra cepas de micro-organismos

patogenos.

5 MATERIAL E METODOS
5.1 Coleta das Partes Vegetais

Foi realizada apenas uma coleta das folhas, galhos e flores de Macrolobium
acaciifolium na reserva Ducke — Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA)

em 17/06/09 e a exsicata foi depositada no Herbario do INPA sob o0 numero 258676.
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5.2 Preparo dos Extratos

As partes vegetais foram secas em estufa de ventilagdo a 50° até peso constante.
Quando secaram, as folhas foram cortadas com tesoura e pulverizadas em moinho de
facas, assim como as flores. Os galhos foram cortados com tercado e triturados em
moinho dentado de grande porte.

Com o material moido (folhas, flores ou galhos) em um erlenmeyer, adicionou-se
hexano (Hex) com volume suficiente para preencher todo o material, 0 qual em seguida,
foi levado ao ultrassom por 20 min.

Terminados os 20 min. de extracdo, o material foi filtrado e esse processo foi
realizado por 3 vezes no material vegetal moido (torta), o qual foi reservado para posterior
extracdo com o proximo solvente (Figura 4).

Para a obtencdo do extrato, o filtrado foi concentrado em evaporador rotativo e
transferido para um frasco de vidro com a massa devidamente anotada e alocado na capela
para a secagem final do restante de solvente, obtendo-se entéo, o extrato hexanico.

Visando obter a extracdo com o solvente metanol (MeOH), a torta foi submetida
ao mesmo processo de extracdo, agora com esse solvente. E de modo semelhante, a

extracdo com agua destilada, gerando o extrato aquoso e o descarte do residuo.

1
2)

3)

Material vegetal coletado de Macrolobium acaciifolium

Secagem, trituracdo e moagem

Extracdo com Hex usando

ultrassom por 20 minutos 3x
Filtracdo
Concentragéo Hex
Torta
1) Extragcdo com MeOH usando
ultrassom por 20 minutos 3x
2) Filtracéo
3) Concentragio MeOH
Torta
1) Extracéo com H20 usando
ultrassom por 20 minutos 3x
2) Filtragéo
3) Concentragédo H,0
Residuo descartado

Figura 4. Fluxograma da preparagéo dos extratos de M. acaciifolium.
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5.3 Ensaio de Toxicidade Frente ao Microcrustaceo Artemia salina

Para o ensaio foi utilizado como meio de crescimento uma solucéo salina (sal
marinho) 3,8% e para a ecloséo, adicionou-se 10 mg de cistos de A. salina. As condicGes
de crescimento utilizadas foram: temperatura de 27 a 30 °C e iluminacdo em lampada
fluorescente, por 48 horas. Apos esse periodo, transferiram-se as larvas para microplacas
de 24 pocos, sendo distribuidas 10 larvas de A. salina para cada poco. Cada placa continha
0 controle da solucdo salina, o controle do solvente utilizado e 0s pogos a que sé&o
adicionados os extratos em teste, todos em triplicata. As placas com as larvas de A. salina
foram mantidas por 24 horas sob iluminacéo de lampada fluorescente.

Apos esse periodo, contabilizou-se o nimero de larvas sobreviventes, tanto nos
pocos de controles quanto no teste. A analise foi feita na concentra¢do de 1000 ug/mL, e

ndo foi necessario encontrar a Concentracdo Letal de 50% (CLso).

5.4 Atividade Antioxidante
5.4.1 Ensaio com o radical livre DPPHe (2,2-difenil-1-picrilhidrazila)

Preparou-se a solucdo solubilizando 2,8 mg do DPPHs em 1 mL de DCM ¢

avolumando com MeOH até 100 mL. Dissolveu-se o &cido ascérbico (utilizado como
parametro antioxidante) em &gua deionizada nas seguintes concentragdes: 100, 200, 400,
600 ¢ 800 pug/mL. Utilizou-se a solugdo de DPPH* na concentragdo de 28 pug/mL.
Para a preparagdo da curva do DPPHe, colocaram-se 990 pL da solugdo 2,8 mg/L do
mesmo em 6 micro-tubos. A esses, adicionaram-se 10 uL da solucdo de &cido ascorbico
respectivamente a 100, 200, 400, 600 e 800 pug/mL e no Gltimo micro-tubo, somente 10
puL de agua deionizada. Apds 30 min., realizaram-se as leituras (triplicata) das
absorbancias em espectrofotémetro no comprimento de 517 nm.

Apos a verificacdo da linearidade da curva de calibragéo, adicionaram-se 10 pL
do extrato em teste (concentracdo de 500 pug/mL) em 990 uL da solugdo 28 ug/mL de
DPPHe. Realizaram-se as leituras das absorbanciaa em 517 nm no espectrofotdmetro, e
apos 30 minutos de reacdo, leram-se novamente. Comparou-se a varia¢do da absorbancia
dos extratos com a do &cido ascorbico para a avaliacdo quantitativa do potencial

antioxidante. A atividade antioxidante é comparada com os valores da Tabela 2.
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Tabela 2. Escala para interpretacdo da atividade antioxidante (Martins et al. 2014).

Andlise da atividade antioxidante

. L Escalad a
(mg de extrato/mg de &cido ascérbico) scala de comparagao

Menor que 1,0 Muito ativo
Entre 1,1e2,0 Ativo
Entre2,1e3,0 Atividade moderada
Maior que 3,1 Inativo

5.4.2 Ensaio com o Fe3* em complexo com a fenantrolina

Para o ensaio, primeiramente preparou-se uma solugdo tampéo com 4,7628 g de
acetato de sddio (NaC2H302.3H-0) solubilizado em 950 mL de &gua deionizada em um
baldo volumétrico. Apos a solubilizacdo, adicionou-se 3,7 mL de &cido acético glacial
(C2H405) e completou-se o volume para 1 L (solugdo com pH 4,5).

Preparada a solucdo de acetato de sodio, solubilizou-se 0,25 g de 1,10-fenantrolina
(C12HgN2.H20) com essa solugdo em baldo volumétrico de 100 mL e completou-se 0
volume com a solucdo tampao.

Em seguida, preparou-se em um baldo volumétrico a solucédo de sulfato de ferro
amoniacal [NH4Fe(S0O4)..12H20] solubilizando 8,6344 g do mesmo em uma solucéo de
acido cloridrico (HCI) 1% (v/v) o qual foi avolumada para 1 L com essa mesma solucao.

Utilizou-se para a curva analitica as mesmas concentracdes e volume de solugdes
de &cido ascérbico (agente antioxidante) do teste com o radical DPPH. Porém, colocou-
se nos tubos de ensaio, 10 pL da solugdo de sulfato de ferro amoniacal com 980 pL de
solucéo de fenantrolina 0,25%. Realizou-se as leituras no espectrofotometro a 508 nm
apos o tempo de reacdo de 60 min.

Feita a calibragdo da curva analitica, testou-se os extratos com aliquotas de 10 pL,
solubilizados com seus respectivos solventes a 500 pg/mL. Adicionou-se essas aliquotas
aos tubos de ensaio com 10 pL da solugdo de ferro amoniacal a 1 mg/mL e 980 pL de
fenantrolina 0,25%. Realizaram-se as leituras (triplicata) no espectrofotdmetro a 508 nm
apos o tempo de reacdo de 60 min. As equivaléncias foram comparadas com a Tabela 2,

para expressar o potencial.
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5.5 Atividade antibacteriana pelo método de microdiui¢cao

Os microrganismos utilizados nestes testes foram doados pelo Laboratério de
Micro-Organismos de Referéncia do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em
Saulde, da Fundacéo Oswaldo Cruz.

O ensaio microbioldgico foi realizado em triplicata para cada extrato e as leituras
foram feitas em um periodo de dois dias. Foram testadas o potencias microbiolégico de
19 cepas, as quais estdo listadas na Tabela 3, juntamente com suas siglas. A atividade
antibacteriana foi avaliada pelo método de microdiluicdo em placas de 96 pocos e a
determinacéo do crescimento microbiano, determinado por leitura em espectrofotémetro
segundo metodologia adaptada de CLSI, 2012,

Prepararam-se os indculos com o auxilio de uma alga calibrada descartavel, onde
colbnias bacterianas provenientes de culturas puras de 24 horas foram inoculadas em
caldo Mueller Hinton e homogeneizadas. Comparou-se e ajustou-se a turvagdo do inoculo
a turvacdo do tubo 0,5 da escala de MacFarland, que corresponde a uma suspensdo
contendo aproximadamente 1-2 x 10® unidades formadoras de colbnias por mL
(UFC/mL).

Em seguida, diluiu-se cada microrganismo-teste na proporcao de 1:20 e 10 pL de
cada foi inoculado nas placas. Efetuaram-se diluicdes sucessivas do extrato (500, 250,
125, 62,25, 31,12 e 15,5 pg/mL), e em seguida, adicionaram-se 100 pL de cada diluicdo
em cada poco da placa. Incubaram-se as placas a 37°C por 24 horas e ap0s esse periodo,
foram lidas em espectrofotdmetro a 625 nm e os valores de crescimento das bactérias
obtidos e analisados.

Realizaram-se as leituras das absorbancias antes das placas serem levadas a estufa
por 24 horas e ap0Os este periodo de tempo. Utilizou-se como controle positivo o
antibidtico oxitetraciclina a 125 pg/mL e como controle negativo, o préprio meio de

cultura.
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Tabela 3. Lista de micro-organismos testados contra o potencial inibitorio dos extratos
de M. acaciifolium.

ATCC Micro-organismo Sigla
19606 Acinetobacter baumannii AB
11036 Aeromonas hydrophila AH
10231 Candida albicans CA
22019 Candida parapsilosis CP
8090 Citrobacter freundii CE
15947 Edwardsiella tarda ET
13047 Enterobacter cloacae EnCl
20212 Enterococcus faecalis EnF
11775 Eschericia coli EC
13883 Klebsiella pneumoniae KP
8019 Morganella morganii MM
10145 Pseudomonas aeruginosa PA
6919 Propionibacterium acnes PrAc
13525 Pseudomonas fluorescens PF
13076 Salmonella enterica SE
13880 Serratia marcescens SM
12600 Staphylococcus aureus StAu
12228 Staphylococcus epidermidis StEp
9610 Yersinia enterocolitica YE

Os valores médios das absorbancias dos extratos para a triagem na concentracao
apenas de 1000 pg/mL estdo dispostos na Tabela 4, abaixo. Os resultados dos
crescimentos microbioldgicos (Céalculo 1) foram obtidos para cada extrato pela subtracéo
do valor médio do segundo dia pelo primeiro dia (Etapa 1), no qual esse valor foi
equiparado com o valor médio do controle negativo, onde ouve 100% de crescimento
(Etapa 2). Lembrando que o experimento foi realizado em triplicata, 3 valores de
absorbancias foram obtidos para cada extrato. Com esses valores foi possivel obter a

média das absorbancias, representada em valor Gnico para cada extrato contra uma cepa.

Calculo 1. Obtenc¢do da porcentagem de crescimento

Etapa 1: AAwmD2 — AAmD1 = AACR
Etapa 2: % CR = 100*AAcr
Ctrl-

Legenda: AA = Absorbancia, MD = Média do dia, CR = Crescimento, Ctrl - = Controle negativo.
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Tabela 4. Absorbancias dos extratos na concentracdo de 1000 pg/mL frente ao
crescimento bacteriano.

1 2 3 4 5 6 Ctrl- Crtl +

AB 0,054 0,120 0,146 0,070 0,155 0,160 0,243 0,012

AH 0,005 0,108 0,095 0,008 0,034 0,057 0,084 0,014

CA 0,013 0,104 0,095 0,054 0,061 0,098 0,060 0,026

CP 0,025 0,108 0,128 0,043 0,040 0,062 0,097 0,075

CF 0,420 0,333 0,263 0,379 0,370 0,437 0,366 0,003

ET 0,067 0,053 0,097 0,034 0,132 0,167 0,200 0,007

EnCl 0,421 0,485 0,401 0,376 0,436 0,547 0,402 0,005

g EnF 0,006 0,045 0,079 0,017 0,017 0,052 0,034 0,015
i EC 0,535 0,278 0,378 0,450 0,292 0,377 0,317 0,005
% KP 0,391 0,181 0,216 0,173 0,176 0,221 0,277 0,012
= MM 0,410 0,120 0,139 0,248 0,189 0,193 0,232 0,013
= PA 0,511 0,286 0,343 0,423 0,289 0,394 0,298 0,008
PF 0,448 0,207 0,405 0,374 0,355 0,385 0,266 0,018

SE 0,402 0,213 0,379 0,319 0,327 0,356 0,269 0,017

SM 0,661 0,753 0,616 0,684 0,687 0,886 0,573 0,015

StAu 0,004 0,061 0,116 0,022 0,127 0,116 0,159 0,011

StEp 0,496 0,319 0,236 0,377 0,340 0,419 0,428 0,011

YE 0,007 0,087 0,109 0,018 0,022 0,076 0,050 0,016

PrAc 0,009 0,191 0,167 0,021 0,025 0,085 0,055 0,014

Legenda: Extrato hexanico das folhas (1). Extrato metanolico das folhas (2). Extrato hexanico dos galhos

(3). Extrato metandlico dos galhos (4). Extrato hexanico das flores (5). Extrato metandlico das flores (6).

Os valores médios das absorbancias para o teste de microdiluicdo buscando a

concentragdo inibitéria minima (CIM) estdo dispostos na Tabela 5, abaixo.
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Tabela 5. Absorbancias dos extratos em varias concentracgoes.

Concentragao pg/mL

1000 500 250 125 62,5 31,25 Crtl + Ctrl -

AB 0,1894 0,1964 0,1862 0,1939 0,1918 0,975 0,0165 0,2263
AH 0,0472 0,2502 0,2315 0,3021 0,2630 0,2648 0,0148 0,3654
CA 0,0824 0,0676 0,0813 0,0626 0,0685 0,0528 0,0670 0,0659
1 cp 0,0577 0,0443 0,0328 0,0314 0,0317 0,0333 0,0438 0,0514
ET 0,0907 0,2099 0,1871 0,1906 0,1896 0,1937 0,0037 0,1673
EnF 0,0384 04283 03719 0,3673 0,3838 0,3968 0,0116 0,5334
YE 0,1038 0,0695 0,0834 0,0772 0,0764 0,0801 0,0200 0,0528
> AB 0,2587 0,1904 0,1952 0,1962 0,2477 0,948 0,0246 0,2063
ET 0,701 0,2281 0,2210 0,985 0,1980 0,981 0,0016  0,2463
AB 0,2077 0,1862 0,2004 0,2036 0,2082 0,2082 0,0182 0,2246
AH 0,570 0,3564 0,2571 0,3383 0,1471  0,2868 0,0086 0,2498
4 CP 0,0279 0,0318 0,0380 0,0301 0,0314 0,0310 0,0457 0,0406
ET 0,0636 0,2442 0,2307 0,2148 0,2173 0,2266 0,0036 0,2649
EnF 0,1540 0,4456 0,4508 0,4343 0,4284 0,4239 0,0125 0,5415
YE 0,0442 0,0692 0,0759 0,0805 0,0759 0,0795 0,0056 0,0707
AH 0,0633 0,2214 0,2101 0,2003 0,2270 0,704 0,0052 0,2094
5 CP -0,0907 0,0404 0,1606 0,0320 0,0348 0,0367 0,0375  0,0307
EnF -0,1014 0,3983 0,2821 0,3988 0,3699 0,4063 0,0014 0,5076
YE -0,0029 0,0416 0,0664 0,0758 0,0693 0,0848 0,0147 0,0357
Legenda: Extrato hexanico das folhas (1). Extrato metanélico das folhas (2). Extrato metandlico dos galhos

Meédia das leituras

(4). Extrato hexanico das flores (5).

5.6 Analise Cromatografica dos Extratos

Analisaram-se 0s extratos de Macrolobium acaciifolium por Cromatografia em
Camada Delgada Comparativa (CCDC - Whatman™) e como eluente, fizeram-se uso dos
diversos solventes organicos em diversas proporcdes, conforme a polaridade do extrato
analisado.

Utilizou-se como reveladores fisicos para visualizacdo dos constituintes quimicos
dos extratos, as luzes ultravioleta (UV) nos comprimentos de onda de 254 nm e 365 nm
e como reveladores quimicos, anisaldeido sulfurico, sulfato cérico [Ce(SOa)2], Reagente

de Dragendorff, cloreto de aluminio (AICIs) e cloreto férrico (FeCls).

5.7 Fracionamento dos Extratos
5.7.1. Escolha dos extratos para o fracionamento

Apos a analise em CCDC dos perfis quimicos, 0s extratos que se apresentaram
interessantes quimicamente (presenga de terpenos, flavonoides ou alcaloides) ou

atividades bioldgicas, foram fracionados.
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5.7.2 Extratos Metandlicos

Iniciou-se o fracionamento dos extratos metandlicos por meio de particdes
liquido-liquido para obtencéo de fases seletivas para substancias com afinidade com cada
solvente. Para as parti¢es, solubilizaram-se o0s extratos metanolicos em MeOH na
proporcédo 1:50, m/v (g/mL) e em seguida adicionou-se agua destilada no mesmo volume
de MeOH.

Colocou-se o extrato solubilizado em MeOH/H20 em um funil de separagéo, no
qual adicionou-se diclorometano no mesmo volume da solucdo do extrato (volume de
MeOH + volume de H20). Em seguida, agitou-se levemente o funil (com a torneira para
cima e aberta no sentido oposto do rosto) para promover o contato das substancias que
tenham afinidade com o solvente diclorometano. Feita a agitacdo, deixou-se o funil em
repouso (com a torneira para baixo) até a visualizacdo de duas fases: uma hidroalcodlica
(superior) e outra diclorometanica (inferior).

Assim que separadas, removeu-se a fase diclorometanica primeiramente (por
densidade, essa fase ficou embaixo) e reservou-a para concentragdo em evaporador
rotativo. A fase hidroalcodlica (ainda dentro do funil de separacdo) foi extraida mais
vezes com diclorometano ou até a visual falta de coloracdo do solvente (solvente
transparente e claro), encerrando assim, a extragdo com diclorometano.

Para continuidade, fez-se o uso do solvente acetato de etila na extracdo, seguindo
0 mesmo modo, encerrando na terceira extracdo ou quando ndo fosse mais notada
presenca de substancias extraidas no solvente. Por diferenca de densidade, a fase
hidroalcodlica ficou em baixo, enquanto que a acetato de etila ficou em cima.

Por Gltimo, utilizou-se na extracdo o n-butanol que gerou a fase n-butandlica (fase
superior no funil de separacdo), devido a formacgdo de espuma durante o processo de
concentracdo em evaporador rotativo do extrato metandlico, o que caracteriza presenca
de saponinas. O que restou na fase hidroalcodlica foi concentrada assim como as demais
fases.

Com as fases concentradas, efetuaram-se os fracionamentos nas colunas

cromatograficas abertas ou filtrantes dependendo de uma analise prévia em CCDC.

5.8 Purificacéo e Isolamento dos Metabdlitos Secundarios
Ap0s os fracionamentos cromatograficos em colunas abertas, outros processos
para purificacdo das substancias foram necessarios, tais como a Cromatografia em

Camada Delgada Preparativa (CCDP) ou High Performace Liquid Chromatography
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(HPLC), esse ultimo nao foi utilizado para purificacdo neste trabalho, apenas para analise

no espectrometro de massas.

5.8.1 Cromatografia em Camada Delgada Preparativa (CCDP)

A CCDP ¢ utilizada quando as substancias tém absor¢des nos comprimentos de
onda UV 254 nm e 365 nm. Prepararam-se as placas com Silica gel 60 para cromatografia
em camada fina preparativa da marca Macherey-Nagel e a quantidade de eluigdes
dependeu da analise prévia em CCDC. Para a confec¢do das placas, solubilizaram-se 100
g da silica em 300 mL de agua destilada. Assim que solubilizados e sem visualizacdo de
bolhas, aplicou-se a silica em placas de vidro de 20 x 20 cm.

Aplicada a silica na placa, deixou-se a mesma em bancada para evaporacao parcial
da dgua. Antes de usar, levou-se a placa a estufa por 1 h a 100 °C para evaporacao total
da agua, fazendo assim ativacdo da silica. Apos ativacdo, aplicou-se a amostra aplicada
na silica com o auxilio do capilar, deixando uma distancia de 1 cm da base para ndo entrar
em contato com o eluente.

E recomendado, no maximo 25 mg de amostra para a placa de 20x20 cm para
camada de silica com espessura de 0,5 mm. Apos a eluicdo ou série de elui¢des, marcou-
se as areas onde as substancias estiverem na placa para a remog¢do manual das substancias
presentes na silica. Recolheram-se as mesmas separadamente e extraiu-se com 0s
solventes mais adequados. Realizou-se a extracdo filtrando-as com auxilio de funil de
placa porosa, kitassato e vacuo. Apos a filtracdo, concentrou-se o filtrado ou alocou na

capela para evaporagédo do solvente.

5.8.2 Extracdo e analise cromatogréafica dos extratos

Apds a coleta, as partes vegetais foram separadas e secas em estufa com ventilacéo
a 50 °C por 3 dias para folhas e flores e por 5 dias para galhos. Quando secos, as folhas e
flores foram cortados em partes menores para moagem em moinho de facas e os galhos
foram triturados em moinho de grande porte. As massas dos materiais obtidos foram 464
g de folhas, 80 g de flores e 1.127 g de galhos.

Os extratos hexanicos (Imagem 1) foram eluidos com mistura de hexano/acetato
de etila (hex/AcOEt) 8:2 (v/v). A luz visivel (A) mostrou somente manchas com cores
amarelas e verdes, similares a carotenoides e clorofilas citadas por Streit et al. (2005)
como absorvedoras de radiacdo nos comprimentos de onda entre 390 e 760 nm. Quando

visualizados no comprimento de onda de 254 nm (B), os extratos mostraram machas
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azuladas, resultado da absorcdo de grupos com ligac6es duplas e/ou atomos com elétron
livres. No comprimento de onda de 365 nm (C) foi possivel verificar fluorescéncias de
cor azul no mesmo Rf para os trés extratos. As mesmas aparecem proximas ou em cima
das manhas visualizadas no 254 nm, mas ndo parecem ser absor¢cdo das mesmas
moléculas. Pela coloracdo das fluorescéncias, pode-se inferir tratar-se de cumarinas, no
entanto, ndo com certeza, pois outros grupos cromoforos com duplas ligagdes conjugadas
e/ou sem anéis aromaticos absorvem com essas caracteristicas, como algumas classes de
flavonoides, alcaloides, diterpeno e tocotrienois (CHOUDHARY et al., 2014,
ALBUQUERQUE et al.; DURIC et al., 2015; HOUGHTON, 2008). A nebulizagdo com
AICl3 (D) visualizada na UV 365 nm apenas diminuiu a intensidade das fluorescéncias
deixando levemente esverdeada.

N&o ocorreu a mudanga de cor para castanho, verde ou negro com o reagente FeCls
(E), indicando auséncia de flavonoides ou uma baixissima concentracdo dessa classe nos
extratos hexanicos. As revelacbes com anisaldeido (F) e sulfato cérico (G) mostraram
manchas no meio e na parte superior da placa, com cores roxas para anisaldeido e marrom
para sulfato cérico. Essas cores indicam a presenca de esteroides ou terpenoides. A
revelacdo com reagente de Dragendorff para verificacdo de alcaloides ou moléculas
nitrogenadas, ndo mostrou coloracdo alguma, nem para laranjado (que indicaria presenga

de alcaloides) nem para outra cor.

Visivel UV 254 nm uvi3esnm UV 365nm FeCl, Anisaldeido Ce(SO,),
+ AICI

Imagem 1. Extratos hexanicos das folhas (Fo), fos (I) e galhos (Ga) eluidos com hexano/acetato
de etila 8:2 (v/v).
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5.8.2.1 Fracionamento do extrato metanolico das flores e isolamento de Macl

O extrato metandlico foi o primeiro a secar apos a extragéo, logo foi o primeiro a
ser fracionado, visto que o biomonitoramento n&o foi o alvo deste trabalho, mas sim a
bioprospeccéo.

O extrato metanolico das flores (4,38 g) foi submetido a uma parti¢do liquido-
liquido, onde foi solubilizado em 100 mL de uma solugdo com propor¢do de MeOH/H.O
1:1. Para a extracdo com DCM, 300 mL foram usados, sendo 50 mL por extracéo, além
da adicdo de 150 mL de MeOH/H20 1:1. Para a extracdo com AcOEt, 500 mL foram
usados, sendo 100 mL por extracdo, além da adi¢ao de 150 mL de MeOH/H20 1:1.

Devido a presenca de particulas insolGveis e com aspecto de espuma e gel, o
processo de extracdo foi realizado com BuOH, onde 400 mL foram usados na extragao
além de 150 mL de MeOH/H20 1:1.

As fases BUOH e MeOH/H20 néo solubilizaram em nenhum solvente orgénico e
agua, logo ndo foi possivel fazer a cromatografia dos mesmos. A fase DCM nao mostrou
concentracdo de substancias de interesse quimico frente aos reagentes quimicos.

Devido a concentracdo de flavonoides a fase AcOEt foi fracionada em coluna
aberta (1,8 x 88 cm) em Sephadex LH-20 de modo isocratico com MeOH 100%. Foram
recolhidas 29 fracdes, das quais foram reunidas as fragoes 1-3, 4-5, 6-9, 10-13, 14-15, 16-
18, 19-22, 23-25, e 26-29. Essas fracdes receberam as iniciais Mf2, pelo nome da espécie,
Macrolobium (M), pela parte estudada, flores (f) e pela fase AcOEt (2).

A fracdo Mf2.10-13 (43 mg) foi fracionada em coluna aberta em silica
(17,9 g) com os sistemas DCM/MeOH 8:2 até MeOH/H20 9:1. Os volumes e fracoes
correspondentes encontram-se na Tabela 6. Foram recolhidas 22 fragdes com 450 mL

cada e 400 mL de sistema total, além de volume morto de 35 mL.

Tabela 6. Sistemas da coluna de silica da fragdo Mf2.10-13.

SISTEMAS VOLUMES (mL) FRACOES
DCM/MeOH 8:2 150 18
DCM/MeOH 7:3 50 9-11
DCM/MeOH 1:1 100 12-13

MeOH 100% 100 14-18
MeOH/H0 9:1 50 19-22
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A fracdo Mf2.10-13.7-13 foi solubilizada em MeOH para refracionamento e
observou-se que uma quantidade nao foi soltvel no solvente, mas solubilizou-se com
agua. O solubilizado em &gua (cor laranja) ndo mostrou presenca de substancias de
interesse, enquanto que o solubilizado em MeOH (cor amarela intensa) ficou com a
concentracdo de flavonoides frente aos reagentes FeCls e AICI; e foi fracionado em
coluna aberta (1 cm x 30 cm) com Sephadex LH-20 em modo isocratico com MeOH
100% e 25,5 mg de amostra.

A fracdo Mf2.10-13.7-13.2 (11 mg) foi fracionada em coluna aberta de silica (4 g
e 1,2 cm x 7 cm) para possivel purificacdo e remocdo de substancias que ficavam na
origem da aplicacdo na placa cromatogréfica. Os sistemas foram DCM/MeOH 8:2 até
MeOH 100% e estdo mostrados na Tabela 7 abaixo. O volume morto foi de 10 mL e os

volumes das fragdes foram de 20 mL com excecdo da fracdo 0, que foi de 10 mL.

Tabela 7. Sistemas da coluna de silica da fragdo Mf2.10-13.7-13.2.

SISTEMAS VOLUMES (mL) FRACOES
DCM/MeOH 8:2 60 0-3
DCM/MeOH 6:4 50 4-5
DCM/MeOH 1:1 20 6

MeOH 100% 20 7

Optou-se entdo, por reunir as fracbes de 2-4 (11 mg) de Mf2.10-13.7-13.2 e
realizar uma CCD-P, o qual foi eluida com DCM/MeOH 8:2 por duas vezes, onde a fragdo

3 foi chamada de Macl.

5.8.2.2 Fracionamento do extrato metanolico das folhas e isolamento de Mac2,
Mac3 e Mac4

O extrato metandlico das folhas (47 g) foi submetido a uma particdo liquido-
liqguido. O mesmo foi solubilizado em 1 L de uma solugdo MeOH/H20 1:1, no entanto
apenas 1/3 da massa total aparentou solubilizar, o restante gerou particulas em forma de
gel granulado de cor marrom. Para a extracdo com DCM, 6 L foram necessarios para nao
visualizar substancias sendo extraidas com a coloragdo verde, assim como a adi¢éo de
600 mL de MeOH/H20 1:1. Para a extragdo com AcOEt, 11 L foram utilizados para a
obtencédo da fase AcOEt, além da adi¢do de 2,4 L de MeOH/H20 1:1.
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Devido a presenga de fluorescéncias frente o AlCl3, a fase DCM (1,1 g) do extrato
metandlico das folhas foi fracionado. Como primeiro fracionamento em coluna aberta
(2,7 cm x 30 cm), a silica (94,5 g) foi escolhida como adsorvente, além da fase mével
DCM/ACcOEt 95:05 ate AcOEt/MeOH 1:1. O volume morto foi de 200 mL e no total, 2,6
L de sistema foram passados na coluna e 12 fracdes foram recolhidas com 200 mL cada.
O volume de cada sistema e as correspondentes fragdes estdo representados na Tabela 8
abaixo. As fracBes receberam as iniciais Mfol, recebendo o nome da espécie (M), a parte
vegetal (fo) e a fase DCM (1).

Tabela 8. Sistemas da coluna de silica da fase DCM do extrato metanolico das folhas.

SISTEMAS VOLUMES (mL) FRACOES
DCM/ACOEt 95:05 400 0-1
DCM/ACOEt 9:1 400 2-3
DCM/ACOEt 8:2 400 4-5
DCM/ACOEt 7:3 400 6-7
DCM/AcOEt 1:1 400 8-9
AcOEt 100 % 400 10-11
AcOEt/MeOH 1:1 200 12

A fracdo Mfol.7-9 (4 mg) foi submetida a uma CCD-P em CHCls/acetona 9:1,
eluida 3 vezes. Também realizada uma coluna aberta (1,7 cm x 23 cm) de silica (25 g) da
fracdo Mf01.10 (30 mg). Os sistemas utilizados e as correspondentes fragfes estio
apresentados na Tabela 9, iniciando com AcOEt 100% até MeOH 100%. O volume morto
foi de 50 mL com o total de 480 mL de sistema passados pela coluna e 7 fracBes foram

coletadas de volumes variados.

Tabela 9. Sistemas da coluna de silica da fracdo Mfol.10.

SISTEMAS VOLUMES (mL) FRACOES
AcOEt 100% 80 0
AcOEt/MeOH 95:05 100 1-2
AcOEt/MeOH 9:1 100 3-4
AcOEt/MeOH 7:3 100 5-6
MeOH 100% 100 7
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As fragdes de 1-4 de Mfo1.10.1-4 foram reunidas e refracionadas em coluna aberta
(1,3 cm x 32 cm) de silica (20 g) com massa de 14,2 mg. Os sistemas foram misturas de
CHCls/acetona 9:1 até MeOH 100% com volume morto de 40 mL. O volume total de
sistema passado pela coluna foi de 500 mL e os volumes das 10 fra¢6es coletadas foram

de 50 mL e estdo todos representados na Tabela 10.

Tabela 10. Sistemas da coluna de silica da fragdo Mfo1.10.1-4.

SISTEMAS VOLUMES (mL) FRACOES
CHCls/acetona 9:1 100 0-1
CHCls/acetona 8:2 50 2

CHCls/acetona 75:25 100 3-4
CHCls/acetona 6:4 50 5
CHCls/acetona 1:1 50 6

acetona 100 % 50 7
acetona/MeOH 1:1 100 8-9
MeOH 100% 50 10

Foi realizada uma CCD-P da fracdo Mfo01.10.1-4.3 (3 mg) apenas para separacao
das duas substancias uma na fracdo 2 e outra na fracdo 4. O sistema de eluicdo foi
CHCls/acetona 9:1 por 3. Dessa forma a fragdo Mfo1.10.1-4.2 foi chamada de Mfo1.10.1-
4.2-3 apos adicdo da substancia que estava na fracdo 3. A fracdo Mfol.10.1-4.2-3 foi
chamada de Mac2.

Deu-se continuidade ao fracionamento da fase DCM com uma coluna aberta (2
cm x 27 cm) de silica (50 g) da fracdo MFo01.11 (240 mg). Os sistemas utilizados foram
AcOEt 100% até MeOH 100%, com volume morto de 90 mL com volume total de sistema
passado de 900 mL, onde seus volumes e as 7 fraches correspondentes estdo
representados na Tabela 11 abaixo.

Tabela 11. Sistemas da coluna de silica da fracdo Mfol.11.

SISTEMAS VOLUMES (mL) FRACOES
ACOEt 100% 200 1
ACOEt/MeOH 95:05 100 2
ACOEt/MeOH 9:1 100 3
ACOEt/MeOH 7:3 200 4
ACOEt/MeOH 1:1 200 5-6
MeOH 100% 100 7
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As fracdes 2, 3 e 4 (Mfol.11.2-4, com 193 mg) foram reunidas e realizou-se uma
SPE para separacdo dos provaveis flavonoides de outras substancias que estavam em
mistura na fracdo. A SPE foi feita em cartucho de silica Cig da qualidade Strada
(Phenomenex) 50 g com os sistemas de MeOH até AcOEt/MeOH 95:05. Os volumes de

cada sistema e suas 12 fracdes estdo na Tabela 12. Cada fracao foi recolhida com 25 mL.

Tabela 12. Sistemas da SPE em silica Cis da fracdo Mfol.11.2-4.

SISTEMAS VOLUMES (mL) FRACOES
MeOH 100% 100 1-4
Acetona 100% 100 5-8
CHCls; 100 9-12

Foi realizada uma CCD-P da fracdo Mfol.11.2-4.1 (70 mg) no sistema
ACOEt/CHCI3/MeOH 47,5:47,5:0,5 recolhendo 7 fracdes, seguido de outro
fracionamento em CCD-P da fracdo Mfol1.11.2-4.1.6 com o eluente CHCIls/MeOH 8:2. A
fracdo Mfol.11.2-4.1.6.1 foi chamada de Mac3.

Continuou-se o fracionamento da fase AcCOEt do extrato metandlico das folhas e
as fracOes receberam as iniciais semelhantes as da fase DCM, mudando apenas o nimero,
logo ficaram Mfo2. Foi realizado uma coluna aberta de Sephadex LH-20 (3 cm x 49 cm)
da fase AcOEt (3 g) no modo isocratico com MeOH 100%. Foram recolhidas 11 fracdes

com volumes variados e esses valores estdo representados na Tabela 13.

Tabela 13. Sistemas da coluna em Sephadex LH-20 da fase AcOEt.

SISTEMA VOLUMES (L) FRACOES
0 (150 mL), 1 (100 mL), 2 (150 mL), 3 (125 mL), 4
MeOH 100% 1,65 (100 mL), 5 (100 mL), 6 (200 mL), 7 (125 mL), 8
(250 mL), 9 (100 mL), 10 (250 mL)

A fragdo Mfo2.3 foi escolhida para ser fracionada em coluna aberta (2,5 cm x 32
cm) de Sephadex LH-20 em modo isocratico com MeOH 100%. Os volumes e suas

respectivas 7 fragdes estdo na Tabela 14.
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Tabela 14. Sistemas da coluna em Sephadex LH-20 da fracdo Mfo2.3.

SISTEMA VOLUMES (mL) FRACOES
0 (50 mL), 1 (15 mL), 2 (20 mL). 3 (60 mD),
0,
MeOH 100% 375 4 (70 mL), 5 (60 mL), 6 (100 mL)

Foi realizado CCD-P das fracdes 3 e 4 (Mfo2.3.3 e Mfo2.3.4), separadamente,
ambas com eluente CHCIs/MeOH 85:15. Foram recolhidas 7 fragdes da Mfo2.3.3 e 6
fragcOes da Mfo2.3.4. A fragdo Mfo2.3.4.3 foi chamada de Mac4.

5.8.3 Identificacdo das substancias isoladas

O fluxograma dos fracionamentos e isolamentos das substancias estdo mostrados
nas Figura 5A e 5B, respectivamente. Para as identificagcdes estruturais, utilizou-se o
equipamento de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de 300 MHz (Fourier 300 -
Bruker), presente no Instituto Nacional de Pesquisas da Amazdnia. As substancias foram
dissolvidas em solventes deuterados. As massas exatas das substancias foram obtidas por
Espectrometria de Massas do modo positivo de ionizagdo e com fonte Eletrospray (ESI).
Os dados obtidos do RMN foram processados pelo software ACD/NMR Processor
Academic Edition, da empresa Advanced Chemistry Development, Inc. (ACD/Labs).
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Extrato MeOH das Flores

Particéo Liquido-liquido

02329 H20
Sephadex LH-20
Z Z
7 7
10-13 (0,043 g)
SiO,
Z VA
7 7
7-13 (0,025 g)
Sephadex LH-20
Z Z
7 7
2 (0,0118 g)
Y SiO2 Y
V4 V4
2-4 (0,011 g)
Y CCD-P Yy,
7 V4

3 Macl (0,009 g)

Extrato MeOH das Folhas

Particéo Liquido-liquido

DCM BuOH MeOH/ |1 acoEt
11g H20 30229

SiO; y SeBhadex LH-20 ,
/I £
7 7 7 7

10 (0,030 g) 3(0,1732q)
y SiO2 y 11 (0,240 g) Seﬂwadex LH-20 ,
/, /’ 7 7

SiO2

1-4 (0,025 g) ,/ ,/ 4 (0,0177 g)

,  cco-p y 2-4 (0,193 g) , CCD-P ,
’ 4 SPE 4 4
2-3 Mac2 (0,0062 g) ,/ ,/ 1 Mac4 (0,0028)

1 (0,070 g)

, CCD-P ,
7 7
6 (0,0116 g)

p CCD-P ,
7 7
1 Mac3 (0,002 g)

Figura 5. Fluxograma do fracionamento e isolamento de (A) Macl, (B) Mac2, Mac3 e Mac4.

65




5.8.4 Lista de equipamentos utilizados

- Balanca analitica AY220 (Shimadzu).

- Banho quente modelo 550, série 1012887 (Fisatom).

- Cromatografo modelo Prominense UFLC (Shimadzu), equipado com bomba injetora
LC-20AT, detector de arranjo de diodos (DAD) SPDM-20A e injetor automatico SIL-
20A.

- Capela modelo Evolution (Permution).

- Espectrometro de massas modelo MicroTOF-Q II, fonte ESI (Electrospray), resolucéo
de 17500 (full width at half maximum — FWHM).

- Estufa com circulagéo e renovagéo de ar modelo TE-394-2 (TECNAL).

- Lavadora ultrasonica (UNIQUE) modelo USC-2800, frequéncia de 40 KHz.

- Ressonancia Magnética Nuclear (Fourrier-300).

- Rotaevaporador rotativo modelo 802, série 0936113 (Fisatom).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 Ensaio de Toxicidade Frente ao Microcrustaceo Artemia salina

O ensaio mostrou resultados com baixa mortalidade dos microcrustaceos. A
realizacdo do experimento avaliou o pontencial dos extratos e permitiu verificar que as
maiores taxas ndo ultrapassaram 50% de mortalidade.

O teste foi realizado em triplicata e a maior mortalidade foi de 47% para o extrato
hex&nico das folhas (Folhas Hex) numa concentracdo de 1000 pg/mL, matando 4
individuos em dois pocos e 5 individuos em um poc¢o. A segunda maior porcentagem foi
para o extrato metanolico das folhas (Folhas MeOH), com 20% de mortalidade e morte
de 2 individuos por pogo.

Nenhum dos extratos se mostrou ativo na concentragdo de 120 pg/mL e nas
menores concentracfes. Todas as porcentagens de mortalidade dos extratos estdo na

Tabela 15. Os controles negativos (DMSO e H20) ndo mataram individuos.

Tabela 15. Porcentagem de individuos mortos frente as diferentes concentracfes dos
extratos de folhas, flores e galhos de M. acaciifolium.

Concentracgéo (ug/mL)
1000 500 250 120 60 30

Extrato

Folhas

0,
MeOH 20%

7% 7% 0% 0% 0%

Flores
MeOH

3% 0% 3% 0% 0% 0%

Galhos

0
MeOH %

0% 0% 0% 0% 0%

Folhas

0
Hex 43%

0% 0% 0% 0% 0%

Flores

0,
Hex %

3% 0% 0% 0% 0%

Galhos

0,
Hex 3%

0% 0% 0% 0% 0%

OO |FRP|O(FRP|IRP|MPOOIRP|IOIRP|OIOCIRLININMIDN
oO|lOoO|l0O|O|P|IOjO|O|OO|O|O|O|OC|O |, |O|F
OO 0ol |0O|l0O|O|P,|O|FL|F
OOl OO0/ ojoo/lo|lo|o|o
Ol o/l o/l oo o/jlo|lo|o|o

No trabalho de Anderson et al. (1991) é apresentada uma correlacdo entre a

atividade antitumoral e atividade frente a Artemia salina, onde extratos que tiveram boas
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taxas de mortalidade dos crustaceos também tiveram boa atividade antitumoral. Dessa
forma, extratos com boas atividades seriam enviados para testes antitumorais. No entanto,
para poder submeter aos ensaios antitumorais, a atividade deveria ser maior que 60% de
mortalidade na concentracdo de 1000 pg/mL. Como isso ndo ocorreu, oS extratos nao
seguiram para testes antitumorais.

A ndo toxicidade dos extratos sugere que 0s mesmos possam ser usados, no futuro,
como produtos cosméticos ou farmacos, caso possuam substancias com tais potencias.

Esse fato ira ajudar nos futuros testes in vivo de possiveis produtos.

6.2 Atividade Antioxidante
6.2.1 Ensaio com o radical livre DPPHe (2,2-difenil-1-picrilhidrazila)

O resultado antioxidante frente ao radical DPPH mostrou uma equivaléncia
préxima a do antioxidante padrdo &cido ascorbico apenas para o extrato metandlico das
folhas, com um valor de 0,749 (em destaque na Tabela 16). A avaliagdo do potencial

antioxidante é feita em comparacdo com os valores da Tabela 2.

Tabela 16. Resultado da atividade antioxidante dos extratos de folhas, flores e galhos de
M. acaciifolium frente ao DPPH.

Valores médios

Extrato equi\;. Emg

IDABSs17| [AA]eq ex ggigomg

ascorbico)
Folhas Hex 0,000 + 0,003 0,017 £ 0,020 N.A.
Flores Hex -0,001 £ 0,003 0,015 £ 0,022 N.A.
Galhos Hex -0,005 £ 0,002 -0,018 £ 0,011 N.A.

Folhas MeOH 0,955 + 0,004 6,678 + 0,028 0,749 + 0,003

Flores MeOH 0,059 + 0,006 0,433 £ 0,044 N.A.
Galhos MeOH 0,147 £ 0,003 1,047 £ 0,022 N.A.

Legenda: N.A. = ndo ativo.

Neste experimento, é verificada a capacidade das substancias antioxidantes dos
extratos, capturarem radicais livres e reduzi-los a espécies menos reativas com a adigdo
de um hidrogénio no final da reacdo. Logo, é possivel afirmar com base no resultado

obtido, que o extrato metandlico das folhas possui altissima capacidade de reduzir radicais
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livres. Uma vez que a unidade da equivaléncia é mg extrato/mg acido ascorbico, quanto
mais proximo de 1 for a equivaléncia, maior a atividade. Neste ensaio, mede-se a
equivaléncia em relacdo a quantidade de reducdo realizado pelo acido ascorbico. Assim,
0 extrato metanolico das folhas foi o extrato com melhor potencial, tendo uma avaliacéo
de muito ativo por comparacdo com a Tabela 2 e por isso foi escolhido para realizar o

fracionamento.

6.2.2 Ensaio com o Fe** em complexo com a fenantrolina

Os resultados mostraram que novamente o extrato metanolico das folhas teve um
bom potencial antioxidante, com o valor de equivaléncia 1,921. O extrato metanolico dos
galhos mostrou-se inativo com valor de equivaléncia 3,113, mas € preciso notar que 0
extrato se encontra em forma bruta, com outros interferentes que podem néo permitir o
alcance aos sitios dos ions de ferro pelas substancias antioxidantes. Os valores de todas

as equivaléncias dos extratos estdo na Tabela 17.

Tabela 17. Resultado de equivaléncia antioxidante dos extratos frente ao complexo
Fe®*/fenantrolina.

Valores médios

Equiv. (mg
Extrato

24 extrato/mg
L [AALq acido

ascorbico)
Folhas Hex 0,099 + 0,019 0,039+ 0,030 N.A.
Flores Hex 0,064 + 0,010 -0,017 £ 0,017 N.A.
Galhos Hex 0,072+ 0,016 -0,004 + 0,026 N.A.

Folhas MeOH 1,701 £ 0,237 2,605+0,381 | 1,921 +0,018

Flores MeOH 0,551 + 0,093 0,767 £ 0,147 N.A.
Galhos MeOH 1,074 £ 0,061 1,607 £ 0,095 N.A.

Legenda: N.A. = ndo ativo.

Assim como no teste frente ao DPPH, o resultado é refletido no valor da
equivaléncia do acido ascorbico e espera-se que 0s valores dessas equivaléncias sejam 0s
mais proximos de 1. E preciso notar que o objetivo desse teste também é reduzir um
agente oxidante, mas diferente do radical DPPH, o complexo Fe**/fenantrolina n&o é um
radical livre, o experimento visa introduzir um elétron no ion de Fe** do nicleo do

complexo para reduzi-lo a Fe?*,
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O extrato metabolico das folhas novamente mostrou-se ativo, mas ao comparar
seu potencial, de acordo com a Tabela 2, verifica-se que ele mostrou apenas ativo e muito
ativo como no teste com o radical DPPH. Esse resultado sugere que as substancias
antioxidantes presentes no extrato encontrem uma leve dificuldade para alcancar o ndcleo
do complexo, ou até mesmo as substancias que ndo tenham potencial antioxidante possam
estar dificultando o acesso das substancias com potenciail antioxidante ao serem atraidas
pelo nacleo positivo do complexo apenas para coordena-lo, lembrando tratar-se de um

extrato bruto, repleto de outras substancias e classes quimicas diversas.

6.3 Atividade Antimicrobiana pelo método de microdiluicédo

Os resultados dos extratos na concentracdo de 1000 pg/mL mostraram que o
extrato hexanico das folhas foi ativo contra 9 cepas diferentes. A atividade mais
significativa foi contra Staphylococcus aureus (StAu), onde a porcentagem de
crescimento foi de apenas 3%, logo a inibicdo do extrato foi de 97%. O extrato metanolico
das folhas mostrou atividade contra 3 cepas diferentes, sendo a porcentagem de
crescimento de 26% (74% de inibicdo) contra Edwardsille tarda a mais ativiva.

O extrato metandlico dos galhos mostrou atividade contra 8 cepas diferentes, onde
a porcentagem de crescimento foi de 10% (90% de inibig&o) para Aeromonas hydrophila
foi a maior atividade. O extrato hexanico das flores mostrou atividade contra 5 cepas
diferentes, porém as porcentagens de crescimentos foram mais altas, com 41% para
crescimento tanto de Aeromonas hydrophila quanto Candida parapsilosis, sendo esses
valores os mais significativos para esse extrato.

As porcentagens dos crescimentos (Tabela 18) foram obtidas em relacdo as
absorbancias dos controles negativos. No primeiro dia € realizada a leitura assim que
inoculados 0s micro-organismos com 0s extratos, para obter a interferéncia da coloracao
de alguns extratos e no segundo dia seja esperado apenas interferéncia do crescimento
dos micro-organismos. Sao usados como parametro de atividade os valores de > 70%

(muito ativo) ou > 50% < 70% (pouco ativo).
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Tabela 18. Porcentagem de crescimento microbiano nos extratos na concentracdo de
1000 pg/mL.

Porcentagem de crescimento

1 2 3 4 5 6 Ctrl - Crtl +
AB [ 22+0,002 715-{0-,5171-'! 6040039 | 200023 | 64+0010 66+0012 100+0,045 50,000
AH | 60004 | 1290073 113+0002 | 10+0037 71-11-0-,51-0-'! 68+0,064 100+0070 17+0,001
CA [ 2220004 | 17340085 158+0022 900002 1020015 163+0014 101+0014 43 +0,005
cP | 26+0009 | 11240108 132+0,055 !"41-{5,53-1"!-7&1-070-15-1: 64+0004 100+0039 780,062
CF  115t0420 9140333 72+0263 104+0379 101+0370 119+0437 100+0,366 1+0,003
ET :' 3340067 | 26£0053 | 4940079 | 17£0,034 | 660132 8340167 1000200 40,007
EnCl  105+0421 121:0485 100+0401 930376 108+0436 136+0547 10040402 1+0,005
EnF [ 17+0006 | 1310045 232+0,079 !_-5-1-i-()-,51-7-'!-§5:_r—(fo-17-1: 1530052 9940034 44+0015
EC  160t0535 8840278 119+0378 142+0450 92+0202 11940377 100£0317 2 +0,005
KP 14140391 650,181 78+0216 6240173 640176 80+0221 1000277 4+0,012
MM  177+0511 52+0286 60+0343 107+0423 81+0289 83+0394 100£0,232 6+0,013
PA 17240512 96:0286  115+0343 14260423  97:0,289  132+0394 100:0,298 3+ 0,008
PF 168:0448 78+0207  152£0405 141+0374 1330355 14560385 1000266  7+0,018
SE 15040402 79:0213 14140379 119+0319 122+0327 13240356  100£0,269 6+ 0,017
SM  115+0661 131£0753 108+0616 119+0,684 120+0687 155:0886 100:0,573 3+ 0,015
stau [ 30,004 -3%::-070%-1-1: 73+0116 | 14£0,022 | 800127  73+0116  100£0159 70,011
StEp 1160496  74+0319  55:0,236 8820377  79+0340  98+0419  100+0,428  3+0011
YE [ 13t0007 | 175+0087 219+0,109 !"3-71-0-,&5"!-715;5,-0-25-1: 152+0,076 1010050  33+0,016
PrAc | 16£0,000 | 34740191 304+0197 | 38+0021 | 450025 | 154+0085  99+0055 25+ 0,014

Legenda: Extrato hexanico das folhas (1). Extrato metanolico das folhas (2). Extrato hexanico dos galhos

(3). Extrato metanolico dos galhos (4). Extrato hexanico das flores (5). Extrato metandlico das flores (6).

Muito ativo = = PoucoO ativo = = .

Todos os extratos considerados ativos na concentracdo de 1000 pg/mL foram
avaliados em concentra¢fes menores para verificagdo da CIM, além da repeticdo com
1000 pg/mL. Os resultados mostraram que apenas em 1000 pg/mL ocorreu inibigdo do
crescimento.

Tambeém foi possivel verificar que alguns extratos ndo repetiram seus potenciais
microbiologicos. Um provavel motivo para isso pode ter sido a inoculagdo de bactérias
com células velhas, que acabaram morrendo ou a degradacdo das substancias presentes

nos extratos pela temperatura de armazenamento antes dos micro-organismos crescerem.
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Os extratos que continuaram com poteciais microbiolégicos foram os extratos
hexanico das folhas (Aeromonas hydrophila, Edwardsiella tarda, Enterococcus faecalis),
metandlico dos galhos (Edwardsiella tarda e Enterococcus faecalis) e hexanico das flores
(Aeromonas hydrophila). Na Tabela 19 é possivel verificar os resultados em porcentagem
de crescimento.

Nenhum dos extratos demonstrou atividade abaixo da concentracdo méxima, logo
as CIM foram consideradas com concentragdo de 1000 pg/mL para as suas
correspondentes bactérias.

N&o ocorreu o crescimento de Propionibacterium acnes e Staphylococcus aureus
para realizacgdo do experimento da CIM, deixando os extratos sem avaliagéo.
Propionibacterium acnes € capaz de crescer em diversas condi¢des de oxigenacdo e pH
ligeiramente acido e Staphylococcus aureus cresce em pH = 7, logo pode-se supor que 0

pH do caldo estivesse um pouco mais basico e impediu o crescimento microbiologico.

Tabela 19. Porcentagem de crescimento microbiano nos extratos em varias
concentragoes.

Concentracao pg/mL

Porcentagem de crescimento

1000 500 250 125 62,5 31,25 Cril + Ctrl -
AB 84+0,029 870,007 8240014 86+0,004 85+0013 87+0018  7+0,003  100+0,030
AH | 13:0067 | 680141 63:0116 83:0127 72¢0123 72£0,156  4%0009  1000,162
CA 125+ 0,071 103+0,024 123+0014 95+0,004 104+0,029 80+0,012 10240007 100+ 0,010
cP 11240049  86+0018 64+0,003 61£0,008 62+0001  65+0004 85+0,003 100+0,016
ET 1 54+0072 ) 12540008 11240006 114+0011 113+0012 116+0,003 2+0,000 100+ 0,012
EnF [ 7£0020 | 80£0017 70£0021 69:0,009 72+0016 740032 20006 1000022
YE 197+0,056 13240008 158+0,015 146+0,007 145:0,004 15240003 38+0,002 100+ 0,003
AB 125+0,028 9240008 95+0,007 95+0,015 120+0059 94+0020 12+#0,005 100+0,027
ET 69+ 0,000 93+0,007 90+0,005 81£0,005 80+0,001 80+0,001  1+0001  100+0,005
AB 93+ 0,004 83+0,018 89+0,022 91+0013 93+0,020 93+0017  8+0,003  100+0,003
AH 63+0,024  143+0,087 103+0,125 1350055 59+0,010 115+0,112 3+0003 100+ 0,152
cP 69+ 0,002 78+0,003  94+0,004 74+0,002 77+0,003  76+0,002 113+0,005 100+ 0,004
ET 24+ 0,001 920,039  87+0,026 81+0,024 82+0,024  86+0020 10,003  100+0,036
EnF 28+ 0,089 8240,061 83+0,045 80+0,061 79+0,071  78+0040  2+0000 100+ 0,024
YE 63+ 0,001 98+0,002 107+0,006 114+0,003 107+0,004 113+0,004 8+0,000 100+ 0,007
AH [ 30£0052 ] 106£0115 100£0061 96+0,052 1080085 810,083 20002 1000059
cP 205+ 0,008 131+0,003 52240225 104+0001 113+0,004 119+0,006 122+0,001 100+ 0,005
EnF -20+ 0,015 78+0,025 | 56+0,244 | 79+0012 73+0,010 80+0,022  0+0,009 100+ 0,006
YE -8+ 0,009 117+0,007 186+0,010 213+0,010 194+0,010 238+0,002 41+0,007 100+ 0,005

Legenda: Extrato hexanico das folhas (1). Extrato metanélico das folhas (2). Extrato metandlico dos galhos

(4). Extrato hexanico das flores (5). Muito ativo s Pouco ativo == =
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Infelizmente ndo foi possivel afirmar nenhuma explicacéo solida sobre a atividade
dos extratos em relacdo aos micro-organismos. Isso porque os extratos ativos (hexanico
das folhas, hexanico das flores e metandlico dos galhos) possuem moléculas com
polaridades diferentes. Enquanto os hexanicos possuem moléculas apolares, 0s
metanolicos possuem moléculas polares. Por esse motivo, se torna dificil relacionar
porque que o0 extrato hexanico das folhas e o extrato metandlico dos galhos foram ativos
para as mesmas cepas (E. tarda e E. faecales) se sdo extratos distintos por polaridade de

moléculas.

Pode ser sugerido que os extratos possuem moléculas de diferentes polaridades,
mas que tenham um sitio reacional em comum para as membranas das bactérias,
caracterizado talvez, por uma classe quimica com modificacBes, onde esses sitios
reacionais sejam parte do esqueleto principal e ndo das modificacfes. Ndo se pode
desprezar o fato de que a aboradagem do experimento antimicrobiano esta relacionada
com os extratos, que sdo misturas complexas de substancias com classes quimicas
diferentes e concentracOes variadas. Logo, as mesmas concentragdes realizadas no
experimento poderdo mostrar resultados mais satisfatérios com a substancia ou conjunto

das mesmas que tenham a atividade antimicrobiana.

6.4 Extracdo e analise cromatogréafica dos extratos
Das extracOes realizadas, foram obtidos 6 extratos: 3 hexanicos e 3 metandlicos
(Tabela 20).

Tabela 20. Massas dos extratos vegetais de M. acaciifolium.

EXTRATO Hex (g) Rend (%) MeOH (g) Rend (%0)
Folhas 2,8615 0,62 47,5759 10,25
Flores 0,7432 0,93 5,5448 6,93
Galhos 1,69 0,15 75,31 6,68

Devido a complexidade de substancias, somente um sistema quaternario
(AcOEt/MeOH/CH3COOH/H20 9:1:1:2 (v/viviv) foi capaz de eluir com uma melhor
resolucéo, pelo menos para o extrato das folhas (Imagem 2). Os extratos metanélicos nao

mostraram coloracdo diferente de um leve amarelo palido no visivel (H). No comprimento
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de 254 nm (1), muitas manchas puderam ser visualizadas nos extratos das flores e folhas
e somente na origem do extrato dos galhos, aparentemente em baixa concentracéo.
Nenhuma das manhas da placa abasorveram no comprimento de onda de 365 nm, mas
revelaram as mesmas substancias apresentadas pela UV 254 nm quando AICIz foi
borrifado na placa e visualizada na UV 365 nm (J). Essas substancias podem ser
classificadas previamentes como flavonoides, visto que é caracteristicas do AICl3 revelar
essa classe quimica com o auxilio da UV 365 nm. Infelizmente néo é capaz de confirmar
qual sub-classe de flavonoides, apenas que podem ser agliconas (GAGE et al., 1951).

O reagente FeCls revelou de cor levemente negra-esverdeada (K) todas as
substancias que apareceram no comprimento de onda de 254 nm, mostrando muita
intensidade nos extratos das flores e folhas. De acordo com a literatura, o reagente FeClz
¢ um revelador geral para substancias fendlicas (BENJAMIN & MULCHANDANI,
1976; CHAWLA & CHIBBER, 1976; CHEXAL et al., 1970; GAGE et al., 1951;
NAGARAJAN & PARMAR, 1977; POETHKE et al., 1970; SCHMIDTLEIN &
HERRMANN, 1976).

A revelacdo com anisaldeido mostrou as mesmas substancias visualizadas com
UV 254 nm e FeCls, no entando com coloracdo amarela na extenséo eluida e laranja na
origem da aplicacdo da amostra (L). O anisaldeido sulfrico € um oxidante geral, mas que
revela as classes quimicas com cores bem intensas (STAHL & GLATZ, 1982; VAN DER
HEIDE, 1966).

Visivel UV 254 UV 365 nm FeCl, Anisaldeido Ce(SO,),
o nm + AICI3
H i I K E M 1
|
[
LR
wlo FlaGay Fo Fl Ga ¢ . Fo FI Ga
Imagem 2. Extratos metandlicos das folhas (Fo), flores (FI) e galhos (Ga) eluidos

com AcOEt/MeOH/CH3COOH/H0 9:1:1:2 (vIVIVIv).

N&o ocorreu mudanca de coloragcdo quando os extratos foram revelados com

Ce(S0a4)2, apenas mostrou cores marrom (M) devido a degradacao, natural do extremo
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calor absorvido. Também néo revelou para substancias nitrogenadas com o reagente de

Dragendorff.

6.5 Fracionamento do extrato metanolico das flores e isolamento de Macl

Ap0s a secagem, o peso da fase DCM foi de 273,2 mg, o da fase AcOEt foi 232,2
mg, o da fase BUOH foi 385,5 mg e a fase MeOH/H20 foi 2,37 g, além de 1,03 g de
material insolGvel, suspenso na fase MeOH/H20O. O rendimento de cada fase esta

representado na Tabela 21 abaixo.

Tabela 21. Massa e rendimento das fases do extrato metandélico das flores.

FASE Massa (g) Rend (%)
DCM 0,2732 6,23
AcOEt 0,2322 5,30
BuOH 0,3855 8.80
MeOH/H:20 2,37 54,10
Insolvel 1,03 23,51

A fase AcOEt mostrou leve presenca de esteroides frente ao anisaldeido por
apresentar manchas de cor levemente roxa que ficaram rosa no decorrer do aguecimento
(Imagem 3A). A revelacdo com FeCls mostrou grande concentracdo de substancias
aromaticas de cor negra, levemente azulada em todas as regides de eluicdo da placa
cromatografica (Imagem 3B), demonstrando presenca de substancias flavonoidicas.
Frente ao reagente AICI3, as mesmas regides também absorveram no comprimento de luz
UV 254 nm (Imagem 3C) e revelaram presenca de flavonoides devido a coloracdo
amarela intensa no visivel e fluorescente de cor amarela quando observadas no
comprimento de onda 365 nm (Imagem 3D). A fase ndo demostrou presenca de

substancias nitrogenadas frente o reagente de Dragendorff (Imagem 3E).
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Anisaldeido  FeCl, UV 254 UV 365 nm Dragendorff
nm +AICI

1 2 1 2 1 2 1 2 1 2
Imagem 3. Fases DCM (1) e AcOEt (2). Eluente DCM/AcOEt 8:2.

As substancias de carater flavonoidicas ficaram concentradas nas fragdes Mf2.10-
13 e Mf2.14-15 quando reveladas com o FeCls (Imagem 4A) e AICIs (Imagem 4B).
Também é possivel notar forte absor¢cdo pelas mesmas substancias frente a luz UV 254

nm (Imagem 4C).

FeCl, UV 365 nm + AICI, UV 254 nm

8 9 10 11 12 13 14 15 8 9 10 11 12 13 14 15 8 9 10 11 12 13 14 15
Imagem 4. FracGes da fase AcOEt. Eluente DCM/MeOH 8:2.

Apos fracionamento em coluna de silica, as fragdes de MF2.10-13 foram
submetidas & CCD-C, as quais mostraram que a concentracdo de flavonoides ficou
presente nas fragcbes de Mf2.10-13.7-13, que foram reunidas por comparagéo frente o
FeCls (Imagem 5A) e AICI3 (Imagem 5B).
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FeCl, UV 365 nm + AICI,

7 8 9 10 11 12 13 14 15 78 9 10 11 12 13 1415
Imagem 5. Fragdes da Mf2.10-13. Eluente DCM/MeOH 8:2.

O fracionamento de Mf2.10-13.7-13 resultou em 5 fragdes. A primeira fragdo foi
chamada de 0 (zero) por ndo apresentar substancias. A fragdo Mf2.10-13.7-13.2 mostrou
intensa atividade frente aos reveladores FeCls e AICIlz (Imagens 6A e 6B,

respectivamente), enquanto as outras, pouca atividade e pouca massa.
FeCl, UV 365 nm + AICI

0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
Imagem 6. FragGes da Mf2.10-13.7-13. Eluente DCM/MeOH 8:2.

A comparacdo por CCD-C mostrou que o fracionamento de Mf2.10-13.7-13.2 ndo
foi eficiente, mas ajudou a deixar apenas uma mancha de um flavonoide nas fragdes 3 e

4 além da mesma substancia com outras duas acima dela na fracdo 1 (Imagens 7A e 7B).
FeCl, UV 365 nm + AICI,

1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 56 7
Imagem 7. FracOes da Mf2.10-13.7-13.2. Eluente DCM/MeQOH 8:2.
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O resultado da CCD-P de Mf2.10-13.7-13.2.2-4 foi satisfatério, pois foi recolhido
a substancias de caréater flavonoidica separada da outra que tinha baixa intensidade frente
aos reveladores e estava acima dela, além de uma pequena impureza na parte superior. A
fracdo da substancia foi a terceira a ser recolhida da CCD-P, logo suas iniciais foram
Mf2.10-13.7-13.2.2-4.3, também chamada de Macl. A Imagem 8 mostra as revelagdes
da substancia com FeClz (A) e AICI; (B) eluidas com DCM/MeOH 8:2 e
AcOEt/MeOH/CH3COOH/H20 9:1:1:2.

FeCl, UV 365 nm
+ AICI

Macl
Imagem 8. Mac 1. Eluente DCM/MeOH 8:2 (esquerda nas comparacdes) e

AcOEt/MeOH/CH3COOH/H,0 9:1:1:2 (direita has comparagdes).
Foi possivel isolar 9 mg da Mac1l, tendo um rendimento de 3,88% em relagéo a
fase AcOEt. A substancia foi mandada para analise em Ressonancia Magnética Nuclear
de Hidrogénio (*H) e Carbono 13 (**C) para identificacdo, além da caracterizagio por

Espectrometria de Massas.

6.6 Fracionamento do extrato metanolico das folhas e isolamento de Mac2, Mac3 e
Mac 4

As massas obtidas para cada fase do extrato metandlico das folhas foram de 1,174
g para a fase DCM, 3,022 para a fase AcOEt e 11 g para a fase MeOH/H20. Esses dados
com o rendimento entdo representados na Tabela 22 abaixo.

Tabela 22. Massa e rendimento das fases do extrato metandlico das flores.

FASE Massa (g) Rend (%)
DCM 1,174 2,5
AcOEt 3,022 6,43
MeOH/H20 11 23,40
Insoltvel 25 53,19
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A cromatografia em camada delgada das fases mostrou aumento de fluorescéncia
com o AICl3 na presenga da luz UV 365 nm da fase DCM (Imagem 9A). O revelador
anisaldeido mostrou duas manchas roxas no meio da placa, além de uma rosa na parte
superior (Imagem 9B). O reagente FeCls ndo mostrou presenca de flavonoides e o

reagente de Dragendorff ndo mostrou presenca de substancias nitrogenadas.

uvi3esnm
+AICI, anisaldeido

A B

Fase DCM
Imagem 9. Fase DCM do extrato metanélico das folhas. Eluente DCM/AcCOEt 9:1.

Apos o fracionamento de fase DCM, somente as fracbes Mfol.7-9, 10, 11 e 12
mostraram fluorescéncia no UV 365 nm (Imagem 10C, para 10, 11 e 12), assim como
mostraram coloracdo negra quando revelados com FeCls (Imagem 10D, para 10, 11 e 12),
mostrando indicios de flavonoides. A fracdo Mfol.7-9 é mostrada na Imagem 10A e 10B,

revelada com FeCls e visualizada na luz UV 365 nm.

uv uv
FeCly 365 nm FeCl, 365 nm
A &
L
-
2n

| S— |
7-9 10 11 12 10 11 12
Imagem 10. FracBes com da Mfol com flavonoides. Eluentes CHCls/acetona 8:2 (A e B)
e AcOEt/MeOH 95:05 (C e D).

Apbs CCD-P, a substancia na parte superior (1, com 2,8 mg) de Mfol.7-9 revelou

com AICIsz e FeCls, demonstrando ser um flavonoide. A substéncia da parte inferior
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(Mfo1.7-9.2, com 0,8 mg) apenas mostrou forte fluorescéncia de cor azul na luz UV 365
nm, caracteristico de cumarinas. Ambas foram enviadas para anélise em RMN.

Seguido por fracionamento em coluna aberta por apresentar a presenca de
flavonoides na placa cromatografica, a fracdo Mfol.10 mostrou frente aos reveladores
AICl3 e FeCls (Imagens 11A e 11B) que a concentracdo de flavonoides ficou nas fracdes
1,2, 3e4.

FeCl, UV 365 nm + AICI,

01 234567 012 3456
Imagem 11. Fragdes da Mfol.10. Eluente CHCls/acetona 9:1 (4x).

As fracdes Mfol.10.1-4.4 e 5 foram reunidas pois apresentavam-se apenas com
uma substancia no mesmo Rf. A fracdo Mfo1.10.1-4.2 mostrava-se com uma substancia
isolada no Rf acima da Mfo01.10.1-4.4-5 e a Mf01.10.1-4.3 continha a substancia da fracao
2 e a substancia das fracbes 4 e 5, as quais estdo apresentadas na Imagem 12A e Imagem

12B.

FeCl, UV 365 nm + AICI,

A

ot

12345678 12 345678
Imagem 12. FragBes da Mfo1.10.1-4. Eluente CHCls/acetona 9:1 (4x).

Assim, as substancias separadas na CCD-P de Mfo1.10.1-4.3 foram reunidas de
acordo com os seus Rf. A primeira (superior) foi reunida com a fracdo Mf01.10.1-4.2-3

(6,2 mg) e a segunda (inferior) foi reunida com a Mfo1.10.1-4.4-5 (6,6 mg). Ambas foram
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enviadas a0 RMN de *H e bidimensionais e a fragdo Mfo1.10.1-4.2-3 foi chamada de
Mac2 com um rendimento de 0,56%.

Ap0s fracionamento da fase DCM (MFol), as fragdes da Mfol.11 apresentaram
caracteristicas de flavonoides frente aos reveladores AICIlz e FeClz mostrados nas
Imagens 13A e 13B. Quando eluidas com AcOEt/MeOH 95:05, mostraram a presenca de
pelo menos quatro flavonoides nas fragdes 2, 3 e 4.

FeCl, UV 365 nm + AICI,

1 2 3 4567 123 4 5 67
Imagem 13. Fracfes da Mfol.11. Eluente AcOEt/MeOH 95:05.

A cromatografia em camada delgada mostrou que a maior parte dos flavonoides
ficou nas fracdes de 1 — 4, sendo a 1, a mais concentrada (Imagens 14A e 14B). Da CCD-
P realizada na fracdo Mfol.11.2-4.1, observou-se que os reveladores AICls e FeCls
mostraram que a fragcdo 6 (Mfol.11.2-4.1.6, com 11,6 mg) estava com apenas uma
mancha com Rf no meio da placa quando eluido com CHCIs/MeOH 8:2 (Imagens 15A e
15B).

FeCl, UV 365 nm + AICI

e

0 1 2 3 4 56 012 3 45 6
Imagem 14. Fra¢des da Mfol.11.2-4. Eluente AcCOEt/MeOH 95:05.
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FeCl, UV 365 nm + AICI,

a8 =
i 3
e ~ -

2 3 4 5 6 7 2 3 4 5 6 7
Imagem 15. Fra¢des da Mfol.11.2-4.1. Eluente CHCI3/MeOH 8:2.

Na CCD-P realizada na fracdo Mfol.11.2-4.1.6, foi possivel separar uma
substancia que ficou no meio da placa e foi recolhida como Mfo1.11.2-4.1.6.1, chamada
de Mac3 com 2 mg e 0,18% de rendimento em relacdo a fase DCM.

Continuando o fracionamento, a fase AcOEt apresentou atividade de carater
flavonoidica frente ao FeCls (Imagem 16A) e AICIs (Imagem 16B).

UV 365 nm
FeCl;  + Alcl,

A B

Fase AcOEt
Imagem 16. Fase AcOEt do extrato metandlico das folhas. Eluente AcCOEt/MeOH 9:1.

Apds fracionamento em Sephadex LH-20 as frac6es da fase AcOEt foram eluidas
com CHCI3/MeOH 7:3 e mostraram grande concentragdo de possiveis flavonoides
(Imagens 17A e 17B). As fragbes Mfo2.2 (865,4 mg) e Mfo2.3 (173,3 mg) eram bem

parecidas, mas ndo foram reunidas por ambas terem boa massa para fracionamento.
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FeCl, UV 365 nm + AICI,

00‘0¢

12 3 4 5 1 2 3 4 5 6
Imagem 17. FragOes da Fase AcOEt. Eluente CHCIl3/MeOH 7:3.

Ap06s coluna de Sephadex LH-20 da Mfo.2.3, a cromatografia em camada delgada
das fragdes mostrou que a concentracdo de flavonoides ficou nas fragbes Mfo2.3.3 (44,7
mg) e Mfo2.3.4 (17,7 mg), com um pouco mais de intensidade na fracdo Mf02.3.4, como

é possivel notar nas Imagens 18A e 18B.

FeCl, UV 365 nm + AICI,

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
Imagem 18. Fragdes da Mfo2.3. Eluente CHCls/MeOH 7:3.

Das fragOes obtidas das CCD-P das fragbes Mfo2.3.3 e Mf02.3.4, observou-se
muitas impurezas para ambas fra¢fes, numa concentracdo menor para as fracdes de
Mfo2.3.4 (Imagens 19A e 19B).
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FeCl, UV 365 nm + AICI,

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
Imagem 19. Fracdes da Mfo2.3.4. Eluente CHCl3/MeOH 7:3.

A fragdo Mfo2.3.4.3 foi identificada e chamada de Mac4, com 2,8 mg e
rendimento de 0,09% em relacdo a massa usada para fracionamento da fase AcOEt. A
substancia foi mandada para analise em Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio
(*H) e Carbono 13 (*3C) para identificacio, além da caracterizacio por Espectrometria de

Massas.
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6.7 Identificacdo estrutural da fracdo Macl

O espectro de RMN de *H em 300 MHz (Figura 6) mostrou sinais de hidrogénios
de anéis arométicos com sinais de dupletos em 7,88 ppm (J = 8,85 Hz) e 6,76 (J = 8,85
Hz) ppm com integrais para dois hidrogénios (2H), cada dupleto (Figura 7A e 7B). Esses
dupletos sdo caracteristicos de hidrogénios ligados aos carbonos 2°, 3, 5’ ¢ 6” de anéis B
de flavonoides, os quais s&o simetricamente separados por dois carbonos quaternarios: o
C-1’ e 0 C-4’ (4°C), que possui uma hidroxila ligada. Os dupletos s&o gerados a partir dos
acoplamentos que um hidrogénio faz com o vizinho, produzindo sinal em 7,88 ppm para
o0s hidrogeénios ligados aos carbonos 2’ (2°C) acoplando com o H-3" ¢ 6’ (6’C) acoplando
com 0 H-5’, assim como o sinal em 6,76 ppm para os hidrogénios ligados aos carbonos
3’ (3°C) acoplando com o H-2’¢ 5’ (5°C) com o H-6’. A presenca de simetria do anel
aromatico é que origina somente dois dupletos visiveis e o reflexo da quantidade de

hidrogénios é exposto na integral de 2H para cada dupleto.

1.03
1.05—‘—‘

7.907

r7.8e7

6.78
lre7s

35

4.42—‘

SUN

)
117 172 199 0.890.89 1.00 1.11 2.80
[ H = oo H H LI

12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0

Figura 6. Espectro de RMN de 'H de Mac1 em DMSO-ds (300 MHz).

Para as correlagdes diretas entre *H e *C, o HSQC (Heteronuclear Single
Quantum Coherence Spectroscopy) mostrou que os hidrogénios H-2’ ¢ H-6" estavam
ligados nos 4tomos de carbono de valor 130,20 ppm, caracteristico de carbonos 2°C e 6’C
do anel B de flavonoides. Foi possivel correlacionar as ligagdes entre os H-3’ e H-5 com
0s carbonos de valor 115,24 ppm.

Dois outros dupletos, ambos com integrais para 1H e constante de acoplamento J
= 1,86 Hz foram visualizados em 5,67 e 5,55 ppm (Figura 7C). Devido a constante de
acoplamento de mesmo valor, foi possivel afirmar que os hidrogénios estdo acoplando

entre si, no entanto a uma distancia maior que trés ligacGes. Esse tipo de acoplamento
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acontece com hidrogénios dos carbonos 6 (H-6) e 8 (H-8) do anel A dos flavonoides, pois
ambos estdo separados pelo carbono 7 ao qual encontra-se geralmente ligado uma

hidroxila ou agUcar.

7.90
1 [7.87 6.78
A B [6.75 C 5.68 5.55

— 7 | T T T T T
8.00 7.75 7.00 6.75 6.50 } 5.9 5.8 5.7 5.6 5.5 5.4

Figura 7. Expansdo das regides dos hidrogénios aromaticos. (A) Hidrogénios H-2’ ¢ H-6". (B) Hidrogénios
H-3’ ¢ H-5’. (C) Hidrogénios H-8 e H-6 respectivamente.

O espectro de HSQC indicou que os hidrogénios H-6 (5,55 ppm) e H-8 (5,67 ppm)
estavam respectivamente ligados aos C 102,38 e 95,84 ppm. Devido a esses valores,
confirmou-se a proposta de que esses sinais eram dos 6C e 8C do anel A de um flavonoide.
Esses sinais aparecem geralmente pouco acima de 6 ppm para H-8 e até 6,4 ppm para 0
H-6, mas nesse caso foi possivel observar um deslocamento para 0 campo mais alto do
espectro para os dois hidrogénios, podendo estar relacionado com um forte efeito de
blindagem exercido pelas duas hidroxilas dos carbonos 5C e 7C.

Também foi possivel ver um singleto em 12,15 ppm (Figura 8A) com formato
largo e baixo, caracteristico de hidrogénios de hidroxilas na posi¢do 5C do anel A de
flavonoides. Esse sinal aparece desprotegido devido ao hidrogénio estar quelado com o
oxigénio carbonilico em C-4. Os valores de hidrogénios podem variar em flavondis e
flavonas de 12-13 ppm e podem ultrapassar 14 ppm para isoflavonoides e chalconas
(TAHARA et al., 1991; FUKAI et al., 1994a).

Né&o foram constatados sinais caracteristicos de hidrogénios ligados em 2C e 3C
do esqueleto C dos flavonoides. Esses sinais podem ser visualizados como singletos que
podem variar de 7,65 — 8,1 ppm para H-2 em isoflavonoides (MARKHAM et al., 1967),
6 — 8 ppm em flavonas (WANG et al., 1998; AKDEMIR et al., 2003; CARDOSO et al.,
2013). Em flavanonas, seus deslocamentos estdo proximos a 5,2 ppm (quartetos) para H-
2, resultante do acoplamento com H-3, o qual aparece como dois quartetos sobrepostos
aproximadamente em 2,8 ppm. Aparece com valores perto de 5,2 ppm para H-2 (dupleto)
4,3 para H-3 em dihidroflavonois (CLARK-LEWIS et al., 1964). A auséncia desses sinais
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sugeriu que os carbonos H-2 e H-3 estivessem com uma insaturacao entre eles e um

substituinte em 3C.

4.42-|
1037
A B C D
5.00
5.02-|-|
'-'-'T'-'-'-'T'-'-'-'T'-'-'-'T'-'-'-'T'-'-'-'T'-'-
12.50 12.25 12.00 11.75 5.00 4.75 4.5 4.4 4.3 1.1 1.0 0.9

Figura 8. Expanso das regides dos hidrogénios. Hidrogénio da hidroxila em 5C (A). Hidrogénio H-1"’ da
glicose (B). Hidrogénio H-1""" (C) H-6"" da ramnose (D).

Um dupleto em 5,01 ppm (Figura 8B) com constante de acoplamento J = 7,54 Hz
sugeriu a presenca de um acgucar e um singleto em 4,42 ppm inicialmente parecia ser o
H-2’ do primeiro aglicar, mas se tratava de outro, tendo dois sinais de hidrogénios
anoméricos. A constante J = 7,54 Hz é caracteristico em glicoses e galactoses que
aparecem entre 4,4 e 4,8 ppm quando estdo na forma de monosacarideo mas podem
atingir até 5,3 ppm e constante J = 6 — 8 Hz quando estéo ligados com um ou mais agUcar.
Dessa forma foi possivel afirmar que o primeiro actcar estava na forma [, pois estava
dentro da faixa de constante de acoplamento para a configuracdo, além de que a forma o
desses dois agucares possuem J =1 -4 Hz (AGRAWAL, 1992).

Os valores obtidos no experimento de *3C mostraram que o carbono anomérico
(1”°C) tinha valor 103,61 ppm e o carbono 6’’C tinha valor 66,95 ppm. Cardoso et al.
(2005) obteve em seu trabalho um dimero de kaempferol onde um dos esqueletos
flavonoidico continha uma galactose com uma ramnose ligada a ela e o valor dos 1”’C e
6>’C da galactose eram respectivamente 104,1 e 65,9 ppm respectivamente. E o outro
esqueleto flavonoidico do dimero tinha uma rutinose (ramnosil (1—6) glicosideo) com
os valores 103,1 e 67,1 ppm para 0s mesmos atomos 1°’C e 6’’C da fracdo da glicose.
Essa comparagdo com literatura permitiu fazer a distingéo entre a glicose e a galactose do
primeiro aguicar, onde somente com *3C foi possivel afirmar a presenca da glicose.

O segundo agtcar com sinal em 4,42 ppm (Figura 8C) foi resolvido como uma
ramnose devido a presenca de um dupleto em 1,04 (J = 6,05 Hz) com integral para 3H
(Figura 8D), mostrando ser uma metila. E mais comum que essa ramnose esteja ligada ou

nos carbonos 2 (neohesperiodose) ou 6 (rutinose) da glicose. O valor obtido pelo HSQC
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para o *C da ramnose foi de 100,86 ppm, corroborando que se tratava de um segundo
acucar.

Os sinais de HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Correlation Spectroscopy) ndo
mostraram a correlacdo do hidrogénio do carbono anomérico da ramnose com 0s
carbonos 2 ou 6 da glicose e da mesma forma os hidrogénios desses dois ultimos nédo
mostraram correlagdo com o carbono anomérico da ramnose.

S6 foi possivel distinguir onde essa ligacdo estava com a informacdo dada no
trabalho de Rosler et al. (1965) que observou em derivados éteres de TMS de flavonoides
ramnoglicosidicos que 0s H-1""" das ramnoses apareciam entre 4,2 — 4,9 em rutinoses
enquanto apareciam entre 4,9 e 5,0 ppm em neohesperiodoses. Dessa forma é possivel
afirmar que o flavonoide tinha uma rutinose (ramnosil (1—6) glicosideo) ligada a ele,
visto que o sinal do H-1""" da ramnose estava em 4,42 ppm.

O espectro de HMBC mostrou uma correlacdo entre o H-1"" da rutinose e o
carbono 132,12 ppm do flavonoide. Esse valor é caracteristico de carbono 3C do
esqueleto C de flavonois, onde pode variar entre 132 — 136 ppm (AHMED et al., 2011;
PEREIRA etal, 2012; SIKORSKA & MATLAWSKA, 2001; ZHANG et al., 2014). Com
essa informacao foi o possivel identificar que a rutinose estava ligada ao carbono 3C do
esqueleto C do flavonoide.

O espectro de RMN de *3C obtido (Figura 9) ndo deixou nitidos os valores dos
deslocamentos quimicos de &tomos de carbonos quaternarios do esqueleto flavonoidico.
A solucéo foi resolvida com o espectro de HMBC, no qual se obtiveram as correlacfes
do H-6 com o carbono 5C (159,96 ppm), H-8 com 9C (157,28 ppm) e 10C (98,08 ppm),
H-2" ¢ H-6’ com 2C (153,67 ppm) e 4’C (160,75 ppm), assim como H-2’ e H-5" com
I’C.
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Figura 9. Espectro de RMN de *C de Macl em DMSO-ds (75 MHz).
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O sinal em 12,15 ppm mostrou a existéncia de uma carbonila (4C) na molécula,
no entanto, o espectro de HMBC n&o indicou nehuma correlagdo com o carbono
carbonilico. O espectro de 3C forneceu 3 sinais na regido de carbonos carbonilicos
(174,01; 174,96 e 176,42). Foi possivel ver pelo espectro de HMBC que dois carbonos
naquela regido estavam correlacionando com hidrogénios, mas esses hidrogénios nao
faziam parte da molécula, pois eram impurezas. Os carbonos eram 174,01 e 176,42 ppm,
0s quais correlacionavam com hidrogénio em 1,61, 2,05 e 3,64 ppm (residuo de &gua) e
ndo foram identificados segundo as listas de Gottlieb et al., (1997) e Fulmer et al., (2010).
Dessa forma, foi possivel assumir o valor de 174,96 ppm para o 4C do esqueleto
flavonoidico, por ndo correlacionar com as impurezas e estava na faixa de valor
caracteristico para a localizacéo na estrutura.

No espectro de COSY (Correlation Spectroscopy) foi possivel correlacionar o
sinal do H-6 (5,55 ppm) com H-8 (5,67 ppm) inferidos como os hidrogénios do anel A
do flavonoide. Também H-2> ¢ H-6" (130,20 ppm) com os H-3’ ¢ H-5" (6,76 ppm)
inferidos como os hidrogénios do anel B do flavonoide. Para a glicose, foi possivel ver as
correlagdes de H-1°" (5,01 ppm) com H-2" (3,18 ppm) ¢ H-5" (3,23 ppm) com H-6"’
(3,67 ppm). As correlacdes para a ramnose foram H-1""" (4,42 ppm) com H-2""" (3,52
ppm) e H-5""" (3,29 ppm) com H-6""" (1,04 ppm).

Apenas o 7C do anel A do flavonoide ndo pode ser inferido, mas deslocamentos
quimicos com valores pouco acima do 2C sdo obtidos da literatura. Estes deslocamentos
estdo proximos a 165 ppm (MARKHAM & TERNAI, 1976).

Os sinais que correlacionam os hidrogénios com seus respectivos atomos de *C
foram adquiridos pelo espectro de HSQC e estdo dispostos na Tabela 23 nas colunas de
13C e H.

Com base nos sinais e correlacdes obtidos pelos espectros de RMN da molécula,
foi possivel afirmar que se tratava do flavonoide kaempferol-3-O-rutinosideo, também
chamado no nikotiflorin. A estrutura do flavonoide com suas correla¢des pelo HMBC e

COSY sdo apresentadas pelas Figuras 10 e 11, respectivamente.
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Tabela 23. Deslocamentos quimicos e correlacdes de kaempferol-3-O-rutinosideo.

Posicdo BC — 75 MHz 'H — 300 MHz HMBC COSsYy

2C 153,67 - H-2’, H-6’

3C 132,12 - H-1”

AC 174,96 -

5C 159,96 - H-6

6C 102,55 5,55 (1H, d, J = 1,86 Hz) H-8 H-8
7C - -

8C 95,84 5,67 (1H, d, J = 1,86 Hz) H-6 H-6
9C 157,28 - H-8

10C 98,08 - H-8, H-6

1°C 119,79 - H-3’, H-5

2°C 130,20 7,88 (2H, d, J = 8,85 Hz) H-2’, H-6 H-3°
3°C 115,24 6,76 (2H, d, J = 8,85 Hz) H-2’
4°C 160,75 - H-2’, H-6’

5°C 115,24 6,76 (2H, d, J = 8,85 Hz) H-6
6’C 130,20 7,88 (2H, d, J = 8,85 Hz) H-2’, H-6 H-5°
1°°C 103,61 5,01 (1H, d, J = 7,54 H2) H-2”
2°°C 74,08 3,18 (1H, m) H-3” H-1"
3°C 76,51 3,20 (1H, m) H-2>

4°C 69,41 3,08 (1H, m)

5°C 75,31 3,23 (1H, m) H-6
6°C 66,95 3,71 (1H, m); 3,67 (1H, m) H-5’
1°C 100,86 4,43 (1H, s) H-2"
2°°°C 70,16 3,52 (1H, m) H-1’ H-1
3°°C 66,80 3,25 (1H, m) H-1"’
4°°C 71,90 3,71 (1H, m) H-6""’
5°°C 68,30 3,29 (1H, m) H-1’,H-4>>, H-6""’ H-6"
6°°C 17,74 1,04 (3H, d, J= 6,05 Hz) H-5

OH/5C - 12,15

Figura 10. Correlagdes encontradas no mapa de contorno HMBC para o flavonoide kaempferol-3-O-rutinosideo.
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Figura 11. CorrelacGes encotradas no espectro de COSY para o flavonoide kaempferol-3-O-rutinosideo.

O HPLC-MS mostrou a retencdo do kaempferol-3-O-rutinosideo em 3,4 min
(Figura 12) com as misturas de solventes A(H.O + 0,1% HCOOH)/B(ACN + 0,1%
HCOOH) com sistema gradiente na Tabela 24, fluxo de 0,4 mL/min, split de 0,06 mL

(MS)/0,34 mL (desc), concentracdo de 1,5 mg/mL em metanol, injecdo de 2 pL,
temperatura de 30 °C, injetor ACN e calibrante HCOONa.

IntenQ,

[mAU]]

X108

1.004
0.75
0.504
0.257

0.00

0 ' 2 ‘ 4 ' 6 ' 8 ‘ 10 ' 12
Figura 12. Cromatograma no HPLC do flavonoide kaempferol-3-O-rutinosideo.

Tabela 24. Gradiente de concentracdo do sistema no HPLC.

. A —

Tempo (min) % de B no sistema
0-8 10-70
8-10 70-100
10-12 100
12 -14 100-10
14 -16 10
ODS_ESI+_MAC1_2ul_1-8_01_1008.d: BPC +All MS
.‘/.‘"
[
miz 5951677 |
3.4 min |
1 | |
."I A I I‘\
ODS_ESI+_MAC1_2uL_1-8_01_1008.d: UV Chromatogram, 190-400 nm
|
.)“ I‘\_Jﬂ S L_}IIL'
I

14 Time [min]
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A espectrometria de massas (MS) do kaempferol-3-O-rutinosideo no modo
positivo com fonte ionizadora Eletrospray (ESI) mostrou um ion quasi-molecular com
m/z 595,1709 (Figura 13A) e MS/MS com m/z 287,0581 (Figura 13B). O valor do ion
quasi-molecular confirmou o valor do flavonoide protonado (M+H)* e a fragmentacéo no
MS/MS coincidiu com a perda neutra de uma rutinose (308 u) e da m/z 287 do kaempferol
protonado.

A biblioteca do espectrébmetro de massas inferiu formula molecular C27H31015
(M+H)" com m/z 595,1674. O erro para esse valor é igual a 1,96 ppm em relacdo a massa
isotopica m/z 595,16623, calculada. O espectrdmetro mediu o erro em -2,8 ppm para a
massa isotopica m/z 595,1674. O erro é considerado aceitdvel para confirmagdo da

formula molecular C27H31015.

intens. +PAS, 3 Amin 8302
x10 5851709
A .

1.0

0.8

[oE -]

a4

o2 F21.3748

E71.0894 %
287.0585 468.9537 1957
185.7529 364.5389 BOG57A3
. i Liadibd il Loss b 2L P R
<o +MISZ[595 1709, 37.9eV, S.4min #2035
B 2H7.0581

128
1.00
oTs
as0
025

156,584 S B
AT0.0211 SE0.2303 T19.8104

ool e b i Co e e T e T

100 200 300 400 500 600 700 T oo T mez

Figura 13. fon quasi-molecular do flavonoide (A) e perda da rutinose (B).

Uma breve proposta para a perda de rutinose é apresentada na Figura 14, onde o
oxigénio captura o hidrogénio do 2’’C da glicose e € seguido pela formacdo da dupla
ligacdo e liberagdo da ligagdo entre a o 1°’C da glicose e o oxigénio do carbono 3C do

kaempferol.
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Figura 14. Proposta de fragmentacdo com perda de rutinose.
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Figura 15. Estrutura com deslocamentos quimicos do flavonoide kaempferol-3-O-rutinosideo.
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Figura 16. Espectro de RMN de *H sem supresséo do sinal de 4gua do flavonoide kaempferol-3-O-rutinosideo em DMSO-dg (300 MHz).
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Figura 17. Espectro de RMN de *H com supressdo do sinal de 4gua do flavonoide kaempferol-3-O-rutinosideo em DMSO-dg (300 MHz).
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Figura 18. Espectro de RMN de 'H do flavonoide kaempferol-3-O-rutinosideo em DMSO-ds (300 MHz).
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Figura 19. Espectro de RMN de *3C do flavonoide kaempferol-3-O-rutinosideo em DMSO-ds (75 MHz).
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Figura 20. Espectro de RMN de **C do flavonoide kaempferol-3-O-rutinosideo em DMSO-dg (75 MHz).
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Figura 21. Espectro de HSQC do flavonoide kaempferol-3-O-rutinosideo em DMSO-ds (300 e 75 MHz).
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Figura 22. Espectro de HSQC da regido dos carbonos dos agUcares do kaempferol-3-O-rutinosideo (300 e 75 MHz).
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Figura 23. Espectro do mapa de contorno HMBC do flavonoide kaempferol-3-O-rutinosideo (300 e 75 MHz).
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Figura 24. Expansdo do HMBC na regido dos arométicos (300 e 75 MHz).
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Figura 26. Espectro de COSY do flavonoide kaempferol-3-O-rutinosideo em DMSO-dg (300 MHz).
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6.8 Identificacéo estrutural da fracdo Mac2

Assim como a Macl, o espectro de RMN de *H (Figura 27) da fragdo Mac2
mostrou 2 dupletos. Um dupleto estavaem 7,76 ppm (J = 8,85 Hz) e 0 outro em 6,82 ppm
(J = 8,85 Hz), ambos com integral para 2H (Figuras 28A e 28B). Através do espectro de
HSQC, foi possivel correlacionar o 3C em 127 ppm com 7,76 ppm e 116,08 ppm com
6,82 ppm. Essas informacgfes inferem novamente a presenca de um anel aromatico p-
substituido no flavonoide e permitem concluir que o sinal 7,76 ppm representa 0s
hidrogénios H-2’ e H-6’ do anel B, enquanto o sinal 6,82 ppm representa os hidrogénios

H-3’ ¢ H-5’ do mesmo anel.

6.41 4

7.74+ 6.81
7.77 684

e
12.86 v/
. Y

1.06 2.00 1.99 1.01 1.10 1.09
— [s] [ [
T T T

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
13 12 11 10 9 8 5 4 3 2 1 o

7 6
Chemical Shift (ppm)
——

Figura 27. Espectro de RMN de *H de Macl em DMSO-ds (300 MHz).

Dois outros dupletos em 5,92 ppm (J = 1,77 Hz) e 5,68 ppm (J = 1,86 Hz) com
integral para 1H aparecem no espectro de *H (Figura 28C). Pelo espectro de HSQC, eles
correlacionavam respectivamente com os *C 95,43 e 101,20 ppm e foram atribuidos com
os carbonos 8C e 6C respectivamente do anel A do flavonoide.

Um sinal singleto em 6,41 ppm (Figura 29A) com integral para 1H, mostrou que
esse hidrogénio néo estava acoplando com nenhum outro na molécula. Esse deslocamento
exclui qualquer possibilidade de ser um sinal de hidrogénio anomérico de agucar, pois 0
mesmao apesar de estar ligado, deveria estar pelo menos até 5,3 ppm segundo uma lista de
acucares comparados por Agrawal (1992). Dessa forma, foi possivel incluir esse sinal a
estrutura do flavonoide, sugerindo a presenca de um H-3 de flavona. O espectro que
HSQC apontou aligacdo desse hidrogénio com o carbono em 101,33 ppm, compativel

103



com os carbonos 3C em flavonas (IMPERATO & NAZZARO, 1996; LIU et al., 2010;
ORHAN et al., 2012).

77727 B e.8aq ¢ 5.68
00T r6-81 Y -s.68
5.92—“—5.92 [=-
2.00 1.99
| | 1.10 | 1.09 |
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79 78 77 76 75| 7.0 6.9 6.8 6.7 6.6 6.0 5.9 5.8 5.7 5.6

Figura 28. Dupleto dos hidrogénios H-2* ¢ H-6 (A). Dupleto dos hidrogénios H-3* e H-5" (B). Dupletos
dos hidrogénios H-8 e H-6 respectivamente (C).
Um ltimo singleto largo em 12,86 ppm (Figura 29B), foi referente ao hidrogénio
da hidroxila ligada ao 5C do anel A. Somente esses sinais apareceram no espectro de *H

referente a molécula.

A 6.417 B
12.86
1.01 1.06
| | |
FrrE e e | e e e
6.6 6.5 6.4 6.3 6.2 13.0 129 12.8 12.7 12.6

Figura 29. Singletos dos hidrogénios H-3 e da hidroxila em 5C do flavonoide.

Devido a auséncia do experimento de RMN de **C, os carbonos quaternarios
foram inferidos pelas correlacdes do HMBC (Tabela 25). Com esses dados, confirmaram-
se 0s deslocamentos dos carbonos ausentes pela correlagdo dos hidrogénios H-2’, H-3”,
H-5> ¢ H-com 0 4°C (161,87 ppm), assim como os hidrogénios H-6’ ¢ H-3 com 1°C
(120,35 ppm), H-3 com 2C (131,66 ppm), H-3 com 4C (179,49 ppm), H-6 com 5C
(160,87 ppm), H-8 com 9C (157,74 ppm) e H-3, H-6 e H-8 com 10C (99,41 ppm).

As correlagbes do espectro de COSY forneceram o acoplamento entre os
hidrogénios H-2’ ¢ H-6’ (7,76 ppm) com os hidrogénios H-3" ¢ H-5" (6,82 ppm), assim
como o hidrogénio H-8 (5,92 ppm) com H-6 (5,68 ppm).
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Apenas o carbono 7C nao pode ser inferido. Esse flavonoide apresentou 0 mesmo
padrdo de substituicdo do anel A do flavonoide kaempferol-3-O-rutinosideo, logo o valor
do 7C esta proximo a 165 ppm.

Com base em todas as informacGes obtidas, foi possivel inferir que esse
flavonoide se tratava da flavona apigenina. A estrutura do flavonoide com suas

correlagdes pelo HMBC e COSY sé&o mostrados nas Figuras 30A e 30B, respectivamente.

Tabela 25. Deslocamentos quimicos e correlacdes do flavonoide apigenina.

BC-75

Posi¢io N 1H - 300 MHz HMBC COoSY
2C 161,66 - H-3
3C 101,33 6,41 (1H, s) -
4C 179,49 - H-3
5C 160,87 - H-6
6C 101,20 5,68 (1H, d, J = 1,86 Hz) H-6, H-8 H-8
7C - -
8C 95,43 5,92 (1H, d, J = 1,86 Hz) H-6 H-6
9C 157,74 - H-8
10C 99,41 - H-3, H-8
1’C 120,35 - H-3, H-3, H-5
2°C 127,60 7,76 (2H, d, J = 8,85 Hz) H-2, H-6’ H-3’
3°C 116,08 6,82 (2H, d, J = 8,85 Hz) H-3’, H-5" H-2’
4C 161,87 - H-27, H-3’, H-6", H-5’
5°C 116,08 6,82 (2H, d, J = 8,85 Hz) H-3’, H-5" H-6’
6°C 127,60 7,76 (2H, d, J = 8,85 Hz) H-2, H-6’ H-5’
OH/C5 - 12,86 (1H, s,) -

Figura 30. Correlagdes encontradas no mapa de contorno HMBC (A) e COSY (B) para o flavonoide apigenina.

O HPLC-MS mostrou a retengéo da apigenina em 5,1 min (Figura 31) com as
misturas de solventes A(H2.0 + 0,1% HCOOH)/B(ACN + 0,1% HCOOH) com sistema
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gradiente na Tabela 26, fluxo de 0,4 mL/min, split de 0,06 mL (MS)/0,34 mL (desc),
injecédo de 1 pL, temperatura de 30 °C, injetor ACN e calibrante HCOONa.

Tabela 26. Gradiente de concentracdo do sistema no HPLC.

Tempo (min) % de B no sistema
0-8 10-70
8-10 70-100
10-12 100
12 -14 100 -10
14 -16 10

Intens.{
X105

ODS_ES+_MFo1_10_1-4_2-3_1uL_1-22_01_1485.d: BPC +All MS, Smoothed (3.00,1,GA)

m/z 271.0604
5.1 min

) —~— |

InienQ.
[mAU
x1051
1.0

0.5

ODS_ESI+_MFo1_10_1-4_2-3_1uL_1-22_01_1485.d: UV Chromatogram, 190-400 nm
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Figura 31. Reten¢do no HPLC do flavonoide apigenina.

A espectrometria de massas (MS) da apigenina no modo positivo com fonte

ionizadora Eletrospray (ESI) mostrou um ion quasi-molecular com m/z 271,0604 (Figura

32). O valor do ion quasi-molecular confirmou o valor do flavonoide protonado (M+H)™.

A biblioteca do espectrémetro de massas inferiu férmula molecular Ci5H1105

(M+H)* com m/z 271,0604. O erro para esse valor é igual a 0,84 ppm em relacdo a massa

isotopica m/z 271,06063, calculada. O erro é considerado aceitavel para confirmacao da

formula molecular C15H110s,

Intens.
x109
2.0

1.5

1.0

0.5

+MS, 5.1min #308|

271.0604

594.0266

0.0

Figura 32. fon quasi-m&lgcular do flavonoide Apigenina.
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A espectrometria de massas (MS) da apigenina no modo positivo com fonte
ionizadora Eletrospray (ESI) mostrou um ion quasi-molecular com m/z 271,0604
confirmando o valor do flavonoide protonado (M+H)*. Nao foi realizado MS/MS da
apigenina.

Esse flavonoide tem sido alvo de muitos estudos devido seus potenciais contra
células tumorais, onde bons resultados sdo apontados para cancer no pescoco, cabeca,
seios, prostata, colo retal, pele, pancreas, figado, coluna cervical e ovario, além de efeitos
anti-inflamatorio contra sepses induzidas em ratos. Todas essas atividades da apigenina,
tem sido imputada a sua acéo antioxidante (KARAMESE et al., 2016; MADUNIC et al.,
2018). O ensaio realizado contra A. salina, ndo mostrou potencial toxico do extrato
metandlico das folhas, no entanto, as muitas substancias presentes no extrato
(principalmente por ser folhas) podem ter interferido na acdo da apigenina, visto a grande

presenca de clorofilas no extrato.
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Figura 33. Estrutura com os deslocamentos quimicos do flavonoide apigenina.
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Figura 34. Espectro de RMN de *H sem supresséo do sinal da dgua do flavonoide apigenina em DMSO-dg (300 MHz).
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Figura 35. Espectro de RMN de *H do flavonoide apigenina em DMSO-ds (300 MHz).
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Figura 36. Espectro de HSQC do flavonoide apigenina em DMSO-dg (300 e 75 MHz).
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Figura 37. Espectro do mapa de contorno HMBC do flavonoide apigenina em DMSO-ds (300 e
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6.9 Identificacéo estrutural da fracdo Mac3

Todos os sinais foram melhores visualizados com o espectro de *H com supressao
do sinal da agua. Sendo assim, espectro de H (Figura 40) dessa fragdo mostrou um
dupleto em 7,49 ppm (J = 2,14 Hz) com integral para 1H (Figura 41A) e um duplo dupleto
em 7,45 ppm (J = 8,66; 2,14 Hz) também com integral para 1H (Figura 41A). A presenca
de outro dupleto em 6,79 ppm (J = 8,66 Hz) com integral para 1H (Figura 41B) mostrou
estar acoplando com o sinal em hidrogénio em 7,45 ppm, separados apenas por trés
ligacGes. Devido a pequena constante de acoplamento (J = 2,14 Hz), o hidrogénio em
7,49 ppm mostrou estar acoplado também com o hidrogénio em 7,45 ppm, porém
distantes por quatro ligacfes. Diferente das duas primeiras moléculas, esse flavonoide
apresentou uma estrutura do anel meta (m-) p-dissubstituido, onde estdo ligados aos

carbonos 3’C e 4’C dois substituintes.

1149112
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5.35-
5.36
5.75- 1
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b. 25
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Figura 40. Espectro de *H de Mac3 em DMSO-ds (300 MHz).

O mapa de contorno de HSQC permitiu inferir que os valores dos 3C ligados aos
hidrogénios eram 116,48 ppm para o hidrogénio em 7,49 ppm (H-2), 122,23 ppm para 0
7,45 ppm (H-6") e 117,64 ppm para 0 6,79 ppm (H-5"). Essas informag6es foram
importantes para confirmacdo do padrdo m- p-dissubstituido, visto que as hidroxilas
atuam fazendo um efeito de blindagem para os carbonos vizinhos, diminuindo seus
valores em ppm. Logo, um carbono localizado em 2’C do anel B, tem valores que atigem

até 130 ppm se o carbono vizinho (3’C) estiver ligado a um hidrogénio, mas que caem
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para os mesmos valores que carbonos 3°C e 5°C em anéis p-substituidos, entre 115 e 118
ppm (LEE et al., 2008; YOON et al., 2011).
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Figura 41. Dupleto dos hidrogénios H-2’ ¢ H-6" (A). Dupleto do hidrogénio H-5 (B). Dupletos dos
hidrogénios H-8 e H-6 respectivamente (C).

Dois dupletos em 5,96 ppm (J = 1,86 Hz) e 5,75 (J = 1,86 Hz), ambos com
integrais para 1H, permitiram inferir tratar-se respectivamente dos hidrogénios H-8 e H-
6 (Figura 41C), do anel A do flavonoide, visto que estavam ligados aos 3C 95,11 ppm
para 5,96 ppm e 100,78 ppm para 5,75 ppm.

Um singleto em 6,36 ppm (Figura 42A) no espectro de hidrogénio ligado ao
carbono 100,9 ppm (pelo HSQC) confimou tratar-se de mais uma flavona, sendo afirmado
como 0 H-3 do anel C dessa estrutura. Outro sinal na forma de morro em 12,91 ppm
mostrou a presenca de uma hidroxila no 5C do anel A. Com esses dados, o flavonoide
possui a estrutura da luteolina (OKAMURA et al., 1994). O sinal em 12,91 ppm possuia
uma baixa intensidade devido a pouca massa, mas foi possivel inferir a presenca do
mesmo na molécula apenas com o espectro com sinal da agua.

O espectro de hidrogénio também permitiu inferir a presenca de um aculcar através
do dupleto em 5,35 ppm (J = 1,49 Hz) com integral para 1H (Figura 42B) e 0 mesmo
estava ligado ao *C em 99,55 ppm, pelo HSQC. Apos o prévio indicativo do H-1"" do
carbono anomerico desse agucar, um sinal em 3,92 ppm com um formato semelhante a

um quarteto (Figura 42C), inferiu ser o H-2” desse agucar. A presenga de um dupleto em
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1,13 ppm (J = 6,15 Hz) com integral para 3H (Figura 42D) ligado ao *C em 17,36 ppm
confirmou tratar-se da metila de uma ramnose. Essas informacdes foram importantes para

indetificar o agiicar como uma ramnose de acordo com o trabalho de Agrawal (1992).

A B c D 1]12-|
6.36-|
5.35-|
|
a2 5%,
3.93 [
1.00 1.17 1.02 1.50 3.24
 I— | — | I— [ | I—
L L B B B o L L L L L L e B B R R N L R e e p e p e ey mn e ]
6.400 6.350 540 535 530 4.00 3.95 3.90 3.85 1.150 1.100
Chemical Shift (ppm) Chemical Shift (ppm) Chemical Shift (ppm) Chemical Shift (ppm)

Figura 42. Sinais dos hidrogénios H-3 (A), H-1"* (B), H-2”’ (C) e H-6"’ (D).

deslocamentos quimicos dos carbonos quaternarios foram resolvidos com as correlagdes
do HMBC. A informacéo obtida pela correlagdo do H-1’ do carbono anomérico foi
crucial para identificar onde o acucar estava ligado. Esse hidrogénio correlacionava com
0 13C de deslocamento quimico em 144,74 ppm enquanto que os hidrogénios H-3’ ¢ H-
6> acoplavam com um 3C em 144,99. Os valores desses carbonos permitiram dizer que
0 acgucar estava ligado na posi¢do 3°C, visto que em flavonoides com duas hidroxilas nas
posigdes 3’C e 4°C do anel B, os carbonos 4’C apesentam um deslocamento levemente
maior até 6 ppm em relagdo ao 3°C.

Também foi possivel inferir a partir do HMBC, os deslocamentos quimicos dos
carbonos 162,26 ppm (2C), 179,67 ppm (4C), 158,04 ppm (9C) e 100,16 ppm (10C). Os
carbonos 1’C, 5C e 7C ndo mostraram correlagdo com nenhum hidrogénio.

O espectro de COSY forneceu as correlacdes entre o H-6’ (7,45 ppm) com o H-5’
(6,79 ppm), H-1"" (5,35 ppm) com H-2"’ (3,92 ppm), H-3"" (3,73 ppm) com H-4" (3,28
ppm), assim como H-5"" (3,67 ppm) com H-6"" (1,13 ppm). As correlacdes de HMBC e
COSY sdo apresentadas nas Figuras 43 e 44 respectivamente.

Com essas informac6es foi possivel afirmar que a substancia Mac3 se tratava da
luteolina-3’-O-a-L-ramnosideo, com registros raros nos trabalhos de Markham et al.
(1985) e Hernandez et al. (2012). Seus deslocamentos quimicos e correla¢es encontram-
se na Tabela 27, abaixo.
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Tabela 27. Deslocamentos quimicos e correlagdes da luteolina-3’-O-ramnosideo.

Posicio ~ BC-75 'H - 300 MHz HMBC Cosy
MHz

2C 162,26 - H-3, H-6
3C 100,90 6,36 (1H, s)
4c 179,67 - H-3
5C - -
6C 100,78 5,75 (1H, d, J = 1,86 Hz) H-8
7C - -
8C 95,11 5,96 (1H, d, J = 1,86 Hz) H-6 H-6
9C 158,04 - H-8
10C 100,16 - H-3, H-6, H-8
1’c - -
e 116,48 7,49 (1H, d, J = 2,14 Hz) H-6
3’C 144,74 - H-5°
4C 144,99 - H-6’, H-1”
5°C 117,64 6,79 (1H, d, J = 8,66 Hz) H-6
6’C 122,23 7,45 (1H, dd, J = 8,66; 2,14 Hz) H-2" H-5°
1”°C 99,55 5,35 (1H, d, J = 1,49 Hz) H-2”
2PC 69,86 3,92 (1H, m) H-17
3C 69,95 3,73 (1H, m) H-1 H-4>
4”C 71,92 3,28 (1H, m) H-6” H-3”
57C 69,33 3,68 (1H, m) H-6”
6”C 17,36 1,13 (3H, d, J =6,15 Hz) H-5>

OH/5C - 12,91 (1H,s)

Figura 43. Correlagdes encontradas no mapa de contorno HMBC para o flavonoide luteolina-3’-O-a-L-

ramnosideo.
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Figura 44. CorrelacBes encontradas no COSY para o flavonoide luteolina-3’-O-a-L-ramnosideo.

O HPLC-MS mostrou a retencdo da luteolina-3’-O-a-L-ramnosideo em 7,8 min

(Figura 45) com as misturas de solventes A(H.0 + 0,1% HCOOH)/B(ACN + 0,1%
HCOOH) com sistema gradiente na Tabela 28, fluxo de 0,4 mL/min, split de 0,06 mL

(MS)/0,34 mL (desc), concentracdo de 1,5 mg/mL em metanol, injecdo de 2 pL,
temperatura de 30 °C, injetor ACN e calibrante HCOONa.

Tabela 28. Gradiente de concentracdo do sistema no HPLC.

Tempo (min) % de B no sistema
0-10 5-90
10-12 90
12-13 90 - 100
13-14 100
14 -16 100-5
16 -18 5

Intens.|

ODS_ESI+ MFo1112-4161_2ul_1-11_01_1774.6: BPC +AlIMS

x106
0.8 .
0.6 (
/z433.1136 .
0.4 m ! [
7.8 min [
021 : [
I r \A\’_-’\___’,\\ ) ) I '-._\
Inteh0 ODS_ESI+_MFo1112-4161_2uL_1-11_01_1774.d: UV Chromatogram, 241 nm
[mAU]3
759
507
25

04

- Figura 45. Retensdo no HPLC do flavonoide luteolina-3’-O-a-L-ramnosideo.
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A espectrometria de massas (MS) da luteolina-3’-O-a-L-ramnosideo no modo

positivo com fonte ESI mostrou um ion quasi-molecular com m/z 433,1183 (Figura 46A)

e MS/MS com m/z 287,0545 (Figura 46B). O valor do ion quasi-molecular confirmou o

valor do flavonoide protonado (M+H)* e a fragmentacdo no MS/MS coincidiu com a

perda neutra de uma ramnose (146 u) e da m/z 287 da luteolina protonada.
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Figura 46. ion quasi-molecular do flavonoide (A) e perda da ramnose (B).

A biblioteca do espectrometro de massas inferiu férmula molecular C21H21010

(M+H)* com m/z 433,1183. O erro para esse valor é igual a 1,1 ppm em relacdo a massa

isotopica m/z 433,11343, calculada. O erro é considerado aceitavel para confirmacao da

férmula molecular C21H21010.

Uma breve proposta para a perda de ramnose € apresentada na Figura 47, onde o

oxigénio captura o hidrogénio do 2°’C da glicose e ¢ seguido pela formagdo da dupla

ligacdo e liberacdo da ligacdo entre a o 1”°C da glicose e o oxigénio do carbono 3°C da

luteolina.
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- ramnose

m/z 287 +

146 u

Figura 47. Proposta de fragmentacdo com perda de ramnose.
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O

Figura 48. Estrutura com deslocamentos quimicos do flavonoide luteolina-3’-O-a-L-ramnosideo.
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Figura 49. Espectro de RMN de H sem supresséo do sinal da dgua do flavonoide luteolina-3’-O-a-L-ramnosideo em DMSO-dg (300 MHz).

121



| M. M l A\ AL /L...m-_.U-J-

8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5
Chemical Shift (ppm)

P S

3.0

2.5 2.0

1.5

Figura 50. Espectro de RMN de *H com supresséo do sinal da 4gua do flavonoide luteolina-3’-O-a-L-ramnosideo em DMSO-ds (300 MHz).
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Figura 51. Espectro de RMN de *H do flavonoide luteolina-3’-O-a-L-ramnosideo em DMSO-ds (300 MHz).
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Figura 52. Espectro de RMN de 'H da regido dos aromaticos e hidrogénio do carbono anomérico da ramnose do flavonoide luteolina-3’-O-a-L-ramnosideo em DMSO-ds (300 MHz).

124



ppm

v « " 100

110

120

7 6 5 4 3 2 1 0
ppm

Figura 53. Mapa de contorno de HSQC do flavonoide luteolina-3’-O-a-L-ramnosideo em DMSO-ds (300 e 75MHz).
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Figura 54. Mapa de contorno de HSQC da regido dos aromaticos e hidrogénio do carbono anomérico em DMSO-
ds (300 e 75 MHz).
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Figura 55. Mapa de contorno de HSQC da regifo dos agucares do flavonoide luteolina-3’-O-a-L-ramnosideo
em DMSO-ds (300 e 75 MHz).
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Figura 56. Mapa de contorno de HMBC do flavonoide luteolina-3’-O-a-L-ramnosideo em DMSO-ds
(300 e 75 MHz).
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Figura 57. Expansdo do mapa de contorno de HMBC da regido dos aromaticos e hidrogénio do carbono anomérico
em DMSO-ds (300 e 75 MHz).
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Figura 58. Expansdo do mapa de contorno de HMBC da regido do hidrogénio H-6"" da ramnose em DMSO-ds
(300 e 75 MHz).
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Figura 59. Mapa de correlagdo de COSY do flavonoide luteolina-3’-O-a-L-ramnosideo em DMSO-dg
(300 e 75 MHz).
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Figura 60. Expansdes do mapa de correlagdo de COSY na regido do aromatico (A e B) e agUcares (C
e D) em DMSO-ds (300 e 75 MHz).
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6.10 Identificacdo estrutural da fracdo Mac4

Assim como na Mac3, todos os sinais foram melhores visualizados com o espectro
de RMN de *H com supresséo do sinal da agua. A fragdo Mac4 foi andloga da Mac3 e
seus sinais no espectro de *H (Figura 61) foram muito préximos ao da luteolina-3’-O-a-
L-ramnosideo. No entanto, devido & pouca massa, 0s sinais no espectro de *H no ficaram

tdo claros quanto aos valores dos acoplamentos.

2.75
LI

7.5

5.65
7.42 -
739 669 ©2°7 g'gg 5.34 3.923.901
7.39 6.71 : 3.92+3.91 327+ L_,\,JL\__J
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L1112

1.10 1.19 1.121.17 1.53 1.33 3.09
Ll H HoH H 5] I

7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.0 0.5
Chemical Shift (ppm)

Figura 61. Espectro de RMN de 'H de Mac4 em DMSO-ds (300 MHz).

Um sinal entre 7,37 e 7,46 ppm mostrou integral para 2H (Figura 62A). O mesmo
tinha um pico alto na forma de singleto em 7,42 ppm e um dupleto baixo centralizado em
7,39 ppm (J = 2,24 Hz). Esse padréo pareceu muito com os sinais 7,48 ppm (H-2’) e 7,45
ppm (H-6) do anel B da luteolina-3’-O-a-L-ramnosideo, mas como se 7,48 ppm estivesse
deslocado um pouco para a direita e ficasse sobreposto o lado esquerdo do duplo dupleto
do sinal 7,45. O espectro de HSQC mostrou que o singleto em 7,42 ppm estava ligado ao
13C em 116,68 ppm e em 7,41 ppm estava ligado ao *C em 122,36 ppm. Esses valores
foram quase indénticos aos dos H-2’ ¢ H-6" da luteolina-3’-O-a-L-ramnosideo e foram
assumidos como 0s mesmos desse novo flavonoide, mas com resolugdo menor e com
valores de 7,43 ppm para o singleto e 7,41 ppm para o possivel duplo dupleto.

Um dupleto em 6,70 ppm (J = 7,92 Hz) com integral para 1H (Figura 62B) foi
atribuido ao H-5" do anel B do flavonoide, pois o mesmo estava ligado ao 3C em 118,18
ppm (pelo HSQC) e estaria dando um dupleto pelo acoplamento com o H-6" em 7,41
ppm, potencializando a afirmativa do formato duplo dupleto para esse ninal discutido

anteriormente.
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Dois dupletos em 5,85 ppm (J = 1,77 Hz) e 5,64 (J = 1,77 Hz), ambos com
integrais para 1H (Figura 62C), permitiram inferir tratar-se respectivamente dos
hidrogénios H-8 e H-6, do anel A do flavonoide, visto que estavam ligados aos **C 95,50

ppm para 5,85 ppm e 101,36 ppm para 5,64 ppm.

A B C
7.42-|
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5.85—I| =2
6-717 r6.69
B i e R A B o st
7.6 75 7.4 7.3 6.8 6.7 6.6 5.9 5.8 5.7 5.6
Chemical Shift (ppm) Chemical Shift (ppm) Chemical Shift (ppm)

Figura 62. Hidrogénios H-2’ ¢ H-6’ (A), H-5" (B), H-8 e H-6 respectivamente (C).

O espectro de RMN de H também mostrou um singleto em 6,25 ppm (Figura
63A). Pelo espectro de HSQC foi possivel ver que esse hidrogénio estava ligado ao *C
em 100,37 ppm e dessa forma foi possivel dizer que se tratava do H-3 do anel C do
flavonoide por comparagdo com o mesmo valor para esse H e *C da luteolina-3’-O-o-
L-ramnosideo, logo sendo outra flavona. Um singleto em 12,91 ppm (Figura 63B)
confirmou uma hidroxilaem 5C do anel A do flavonoide. Esse sinal também foi percebido
apenas no espectro sem supressdo do sinal da agua.

Pelo espectro de hidrogénio, foi possivel inferir a presenca de um agucar atraves
do dupleto em 5,34 ppm (J = 1,21 Hz) com integral para 1H (Figura 63C) e 0 mesmo
estava ligado ao 3C em 99,54 ppm, pelo HSQC. Um sinal em 3,92 ppm (Figura 63D)
com um formato semelhante a um quarteto ligado ao *3C em 70,17 ppm inferiu ser o H-
2’ desse agucar, mesmo valor da ramnose da luteolina-3’-O-a-L-ramnosideo. A presenca
de um dupleto em 1,13 ppm (J = 6,15 Hz) com integral para 3H ligada ao *3C em 17,93
ppm confirmou a presenca da metila de uma ramnose. Dessa forma, foi comfirmada a
presenca de mais uma flavona ramnosidica.

A posicdo da ramnose na estrutura do flavonoide foi confirmada a partir da
correlagdo do H-1"" em 5,34 com o 3C em 145,08 ppm (4°C), no espectro HMBC. Assim
como discutido na luteolina-3’-O-a-L-ramnosideo, o *C na posi¢io 4’C aparece em
valores levemente maior que em 3’C. Para essa estrutura, a diferenca também foi

pequena, pois o 3’C teve deslocamento quimico em 144,92 ppm enquanto o 4°C, 145,08

ppm.
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Figura 63. Hidrogénios H-3" (A), hidrogénio da hidroxila em 5C (B), H-1"" (C) e H-2"" (D).

A auséncia do experimento de 3C ndo permitiu a afericdo dos carbonos
quaternérios. Logo o HMBC foi importante também para essa solugdo. As correlacdes
foram do H-5" com o 3’C (144,92 ppm), H-6’ e H-1"" com 0 4’C (145,08 ppm), H-3 com
2C (162,27 ppm), 4C (179,30) e 10C (99,64 ppm), H-6 com 10C e 8C (95,50ppm) e H-8
com 9C (157,88 ppm).

O espectro de COSY mostrou acoplamento entre o H-6’ (7,41 ppm) e H-5" (6,72
ppm), H-8 (5,87 ppm) e H-6 (5,66 ppm), H-1"" (5,34 ppm) ¢ H-2"* (3,92 ppm), assim
como H-6"" (1,13 ppm) e H-5"" (3,71).

Assim foi confirmada a estrutura do flavonoide como sendo da luteolina-4’-O-a-
L-ramnosideo e 0s delcamentos quimicos e correlagdes encontram-se na Tabela 29. A
estrutura com suas correlacGes obtidas pelo HMBC e COSY estdo nas Figuras 64 e 65,
respectivamente. Essa estrutura da luteolina com ramnose na posi¢ao 4’C ndo foi

reportada pela literatura ainda e se trata de uma estrutura inédita.
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Tabela 29. Deslocamentos quimicos e correlagdes de luteolina-4’-O-a-L-ramnosideo.

BC—75

Posicdo MHz 'H - 300 MHz HMBC Cosy
2C 162,27 - H-3, H-6’
3C 100,37 6,25 (1H, 5)
4C 179,30 - H-3
5C - -
6C 101,36 5,64 (1H, d, J=1,77 Hz) H-8
7C - -
8C 95,50 5,85 (1H, d, J=1,77 Hz) H-6 H-6
9C 157,88 - H-8
10C 99,64 - H-3, H-6, H-8
1°C - -
2°C 116,68 7,42 (1H, s) H-6’
3°C 144,92 - H-5’
4°C 145,08 - H-6’, H-1"’
5°C 118,18 6,70 (1H, d, J = 7,92 Hz) H-6’
6’C 122,36 7,41 (1H, dd, J = 2,4 Hz) H-2"" H-5’
1°C 99,54 5,34 (1H, d, J = 1,21 Hz) H-2”
2C 70,17 3,92 (1H, m) H-1 H-1°
e 70,50 3,72 (1H, m) H-4”
4C 72,16 3,26 (1H, m) H-6"° H-5"°
57C 69,28 3,71 (1H, m) H-6"° H-4>°
6”C 17,93 1,13 (3H, d, J = 6,15 Hz) - H-5"", H-4”

OH/5C - 12,91 (1H, 5)

Figura 64. CorrelagGes encontradas no mapa de contorno de HMBC para o flavonoide luteolina-4’-O-a-L-

ramnosideo.
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Figura 65. Correlages encontradas no COSY para o flavonoide luteolina-4’-O-a-L-ramnosideo.

O HPLC-MS mostrou a retencdo da luteolina-4’-O-a-L-ramnosideo em 4,7 min
(Figura 66) com as misturas de solventes A(H.0 + 0,1% HCOOH)/B(ACN + 0,1%
HCOOH) com sistema gradiente na Tabela 30, fluxo de 0,4 mL/min, split de 0,06 mL
(MS)/0,34 mL (desc), concentracdo de 1,5 mg/mL em metanol, injecao de 2 pL,
temperatura de 30 °C, injetor ACN e calibrante HCOONa.

Tabela 30. Gradiente de concentracdo do sistema no HPLC.

Tempo (min) % de B no sistema
0-10 5-90
10-12 90
12-13 90 - 100
13-14 100
14 -16 100-5
16-18 5
\ntergss.: ODS_ESI+_MF02_3_4_3_2uL_1-22_01_1734.9: BPC +All MS
x1
1
44 I
I
miz 433 1129 (|
3] 4.7 min ‘
. .?. |
L= A Ill\ ‘-'1 ."II\' | II'.
.'f Y | . AW -._\ § __.-mbr\.\_ - .',\\ Il
0 - . . RN AN S, SO W Y S g S N, S (SO S S
0 2 4 6 8 10 12 14 16 Time [min]

Figura 66. Retengdo no UPLC do flavonoide luteolina-4’-O-a-L-ramnosideo.
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A espectrometria de massas (MS) da luteolina-4’-O-a-L-ramnosideo no modo
positivo com fonte ESI mostrou um ion quasi-molecular com m/z 433,1129 (Figura 67A)
e MS/MS com m/z 287,0547 (Figura 67B). O valor do ion quase-molecular confirmou o
valor do flavonoide protonado (M+H)* e a fragmentacdo no MS/MS coincidiu com a

perda neutra de uma ramnose (146) e da m/z 287 do luteolina protonada.

Intens. +MS, 4_7min #279
x105
A 4331129
2.0
1.5
1.0
0.5
236.0346 865.2240
0.0 . . P
200 300 400 500 600 700 800 miz
Inle1ns, +MASZ(A32.7626), 16.0eV, 12.4-12.5min #T42-T47
x
F + 0.0006
1.0
0.8
43321132
0.6 1
0.4+
287.0547
©.24
S N | R . 1Y | VT E———————
100 200 300 400 500 600 LT 800 miz

Figura 67. lon quasi-molecular do flavonoide (A) e perda da ramnose (B).

A biblioteca do espectrémetro de massas inferiu férmula molecular C2:1H21010
(M+H)* com m/z 433,1129 para a luteolina-4’-O-a-L-ramnosideo. O erro para esse valor
é igual a -0,1 ppm em relagdo a massa isotopica m/z 433,11343, calculada. O erro é
considerado aceitavel para confirmacao da formula molécular C21H2101.

Também é apresentada uma proposta para a perda de ramnose na Figura 68, onde
0 oxigénio captura o hidrogénio do 2’’C da glicose e ¢ seguido pela formacao da dupla

ligagéo e liberagéo da ligagéo entre a o 1°°C da glicose e o oxigénio do carbono 4’C da

luteolina.
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Figura 68. Proposta de fragmentacdo com perda da ramnose (B).
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Figura 69. Estrutura com deslocamentos quimicos do flavonoide luteolina-4’-O-a-L-ramnosideo.
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Figura 70. Espectro de RMN de ‘H sem supresséo do sinal da dgua do flavonoide luteolina-4’-O-a-L-ramnosideo em DMSO-ds (300 MHz).
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Figura 71. Espectro de RMN de *H com supresséo do sinal da agua do flavonoide luteolina-4’-O-a-L-ramnosideo em DMSO-ds (300 MHz).
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Figura 72. Espectro de RMN de 'H do flavonoide luteolina-4’-O-a-L-ramnosideo em DMSO-dg (300 MHz).

139




7.42—|

6.25—|

5.34—|
5.34—|ﬂ
5.64
5.85—| 5.65—|—|
5.85—| M
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
7.4 7.3 7.2 7.1 7.0 6.9 6.8 6.7 6.6 6.5 6.4 6.3 6.2 6.1 6.0 5.9 5.8 5.7 5.6 5.5 5.4 5.3

Chemical Shift (opm)

Figura 73. Expansdo do espectro de RMN de ‘H na regido do aromatico e hidrogénio do carbono anomérico do flavonoide luteolina-4’-O-a-L-ramnosideo em DMSO-ds (300 MHz).
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Figura 74. Mapa de correlacdo de HSQC do flavonoide luteolina-4’-O-a-L-ramnosideo em DMSO-dsg
(300 e 75 MHz).
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Figura 75. Mapa de correlagdo de HSQC na regido do aromatico e hidrogénio do carbono anomérico do
flavonoide luteolina-4’-O-a-L-ramnosideo em DMSO-ds (300 e 75 MHz).
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Figura 76. Expansdo do HSQC na regiéo dos agucares do flavonoide luteolina-4’-O-a-L-ramnosideo em
DMSO-ds (300 e 75MHz).
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Figura 77. Mapa de correlagdo de HMBC do flavonoide luteolina-4’-O-a-L-ramnosideo em DMSO-ds
(300 e 75MHz).
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Figura 78. Expanséo do mapa de correlagdo de HMBC na regido dos aromaticos e hidrogénio do carbono
anomérico do flavonoide luteolina-4’-O-a-L-ramnosideo em DMSO-dg (300 e 75MHz).
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Figura 79. Expansdo do mapa de correlagcdo de HMBC na regido dos agucares do flavonoide luteolina-4’-O-a-L-
ramnosideo em DMSO-ds (300 e 75MHz).
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Figura 80. Mapa de correlagdo de COSY do flavonoide luteolina-4’-O-a-L-ramnosideo em DMSO-dg
(300 MHz).
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7 CONCLUSAO

Foi abordado neste trabalho o estudo fitoquimico e avaliacdo bioldgica dos
extratos de M. acaciifolium, do quail foi possivel isolar quatro flavonoides: o kaempferol-
3-O-rutinosideo, do extrato metandlico das flores, assim como uma aglicona (apigenina)
e dois flavonoides ramnosilados (luteolina-3’-O-ramnosideo e luteolina-4’-O-
ramnosideo) do extrato metandlico das folhas. O flavonoide luteolina-3’-O-ramnosideo
possui apenas dois relatos na literatura consultada. Luteolina-4’-O-ramnosideo esta sendo
relatada pela primeira vez como isolada de uma espécie vegetal, além de ndo haver
registros de sintese, com apenas dados empiricos encontrados na plataforma SciFinder,
calculados pelo software Advanced Chemistry Development, Inc. (ACD/Labs) Software
V11.01 (© 1994-2018 ACD/Labs), sendo tratada nesse trabalho como uma molécula nova
para literatura cientifica.

Devido inatividade dos extratos de M. acaciifolium contra A. salina, € possivel
sugerir que 0s mesmos poderiam ser Uteis para utilizacdo em cosmeéticos e talvez menos
ou nada agressivos para ingestdo. Isso apenas para testes anteriores a descoberta de
substancia ou conjunto de substancias que possam causar o efeito ativo desejado.

Sobre os testes antioxidantes, é possivel sugerir que o potencial observado é
reflexo da grande concentracédo de flavonoides presentes no extrato metandlico das folhas.
Isso corrobora com os resultados obtidos pelo fracionamento do extrato, onde quatro
flavonoides foram isolados e identificados. Ha relatos de que flavonoides com acgucares
possuem menos atividades antioxidante que suas respectivas agliconas, logo os outros
extratos que quase foram ativos segundo comparacdo com a Tabela 2, podem ter
flavonoides glicosilados, mas em menos concentracdo que o extrato metanolico das
folhas.

Enquanto as atividades antimicrobianas dos extratos, é preciso realizar varios
testes para verificacdo de qual substancia ou conjuntos de substancias sao os responsaveis

pelo potencial bioldgico.
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