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Resumo

O uso de fitotergpicos padronizados com assegurada comprovagédo de
eficacia e seguranca tem apresentado resultados terapéuticos surpreendentes
em diversos paises. Contudo, no Brasil, onde ha grande potencial de producéao
de fitoterapicos devido a sua enorme biodiversidade, ha deficiéncias na correta
caracterizagdo quimica das matérias-primas e escassez de ensaios
farmacologicos e toxicologicos desses materiais, etapas essenciais para
assegurar eficacia e seguranca dos fitoterapicos. Machaerium hirtum
(Fabaceae) é utilizada popularmente para o tratamento de diarréia, tosse e
cancer. Um estudo quimico que identifique as substancias presentes nesta
espécie e as quantifique pode fornecer subsidios para o entendimento destas
atividades. A primeira etapa consistiu no isolamento das substancias do extrato
EtOH 70% das partes aéreas de M. hirtum por meio de cromatografia de
permeacdo em gel seguida de purificacdo das substancias por HPLC-RI. A
identificacdo das substancias foi feita por Ressonancia Magnética Nuclear e
por Espectrometria de Massas. O perfil quimico do extrato foi estabelecido por
HPLC-PDA e a quantificagdo das substancias foi feita com base em suas
agliconas, pelo método da calibracdo externa. Foi possivel identificar as
flavonas saponarina (8,69 = 0,46 mg/g de extrato), isovitexina (6,44 + 0,45
mg/g de extrato), isoorientina, que se apresentou abaixo do limite de
guantificacdo (LOQ) e swertisina, presente no perfil cromatografico em co-
eluicho com outra substancia. Tais resultados sdo fundamentais para a

padronizacao do extrato EtOH 70% das folhas de Machaerium hirtum.
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Abstract

The use of standardized phytomedicines with proven efficacy and safety
has shown surprising therapeutic results in various countries. Brazil has great
potential for production of herbal medicine due to its enormous biodiversity.
However, there are deficiencies in the correct characterization of chemical raw
materials and few reliable pharmacological and toxicological tests of these
materials, essential steps to ensure efficacy and safety of herbal medicines.
Machaerium hirtum (Fabaceae) is popularly used to treat diarrhea, cough and
cancer. A chemical study to identify the substances present in this species may
provide and quantify contributions to the understanding of these activities. The
first step was the isolation of substances of 70% EtOH extract of aerial parts of
M. hirtum by gel permeation chromatography followed by purification of
substances by HPLC-RI. The identification of substances was performed by
Nuclear Magnetic Resonance and Mass Spectrometry. The chemical profile of
the extract was established by HPLC-PDA and quantification of the substances
was based on their aglycones by the method of external calibration. It was
possible to identify the flavones saponarin (8,69 = 0,46 mg/g of extract),
isovitexin (6,44 £ 0,45 mg/g of extract), isoorientin, which was below the limit of
guantification (LOQ) and swertisin, present in the chromatographic profile in co-
elution with another substance. These results are fundamental to the
standardization of the crude 70% EtOH extract from the leaves of Machaerium

hirtum.
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Extratos Padronizados Para o Tratamento de Doengas Cronicas: Machaerium hirtum

Introducao

O uso de plantas, partes de plantas e substancias isoladas para a
prevencdo e tratamento de diversas doencas tem sido praticado desde os
tempos antigos. Do total de 252 medicamentos da lista de remédios essenciais
da Organizacado Mundial de Saude, 11% séo exclusivamente de origem vegetal
(SAHOO et al., 2010). Aproximadamente 80% das populacdes da Africa e da
Asia dependem de medicamentos tradicionais para seus tratamentos de salde
primarios. Na India, cerca de 80% da populacéo rural utiliza ervas medicinais
ou sistemas indigenas de medicina (WORLD ..., 2008).

Fitoterapicos

A definicho empregada pela ANVISA (RDC 14) para medicamentos
fitoterapicos é: “medicamentos obtidos com emprego exclusivo de matérias-
primas ativas vegetais, cuja eficacia e seguranca sdo validadas por meio de
levantamentos etnofarmacologicos, de utilizacao, documentacodes
tecnocientificas ou evidéncias clinicas. Os medicamentos fitoterapicos séo
caracterizados pelo conhecimento da eficacia e dos riscos de seu uso, assim
como pela reprodutibilidade e constancia de sua qualidade. Nao se considera
medicamento fitoterapico aquele que inclui na sua composi¢cdo substancias
ativas isoladas, sintéticas ou naturais, nem as associacdes dessas com
extratos vegetais”. (AGENCIA ..., 2010).

A formula fitoterapica € a “Relagdo quantitativa de todos os
componentes de um medicamento fitoterapico”. Um marcador € o “composto
ou classe de compostos quimicos (ex: alcaldides, flavonodides, acidos graxos,
etc.) presentes na matéria prima vegetal, preferencialmente tendo correlacao
com o efeito terapéutico, que é utilizado como referéncia no controle da
qualidade da matéria-prima vegetal e do medicamento fitoterapico”. O principio
ativo de medicamento fitoterapico é a “substéncia, ou classes quimicas (ex:
alcaloides, flavondides, &cidos graxos, etc.), quimicamente caracterizada, cuja
acado farmacoldgica € conhecida e responsavel, total ou parcialmente, pelos

efeitos terapéuticos do medicamento fitoterapico” (AGENCIA ..., 2010).
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Padronizacdo de Extratos

Para a producéo de fitoterapicos, é necessario ter controlar a qualidade
de materiais brutos, materiais processados e produtos finais. E essencial o
desenvolvimento confiavel, especifico e sensivel dos métodos de controle de
qualidade utilizando-se a combinacdo de métodos classicos e instrumentais
modernos de andlise. A padronizagdo é essencial para assegurar o controle de
qualidade das plantas medicinais. A expressao “padronizacao” é utilizada para
descrever todas as medidas que sao tomadas durante o processo de
fabricacdo e controle de qualidade, levando a uma qualidade reprodutivel
(SAHOO et al., 2010).

A “avaliagdo” de extratos ou de fitomedicamentos significa confirmar sua
identidade, determinar sua qualidade e pureza e detectar adulteracbes em sua
natureza.

A padronizacao de extratos para a producéo de fitoterapicos ndo € uma
tarefa facil, devido aos numerosos fatores que influenciam a bioeficacia e a
reprodutibilidade dos efeitos terapéuticos. A fim de se obter produtos a base de
plantas com qualidade, devem ser tomados cuidados desde a identificacdo
apropriada da planta, estacdo do ano e area onde foi coletada e seus
processos de extracao e purificacdo (SAHOO et al., 2010).

As espécies de plantas que fornecem extratos com potencial para se
tornar um fitoterapico podem ser de diversos biomas. Neste trabalho foi dado

enfoque a Machaerium hirtum, uma espécie do cerrado.

O Cerrado

Com uma area de 204 milhdes de hectares, o Cerrado € considerado a
savana de maior biodiversidade vegetal do mundo. O bioma abrange cerca de
23% do territorio brasileiro, ocupando grande parte do Planalto Central,
superado em tamanho apenas pela floresta amazoénica. Ocorre também sob
formas de disjun¢des na Amazodnia, Regido Nordeste, Sul e Sudeste. Devido a
sua amplitude lati-altitudinal, o Cerrado exibe enorme heterogeneidade

espacial, apresentando grande diversidade de solos e climas que se refletem
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numa grande variagao fisiondmica, desde campestre a florestal. No entanto, o
desconhecimento sobre a composicdo, estrutura e dinamica (tanto sazonal
guanto sucessional), e o funcionamento dos ecossistemas do Cerrado € ainda

consideravel.

Figura 1. Areas de distribuic&o original e atual do Cerrado no Brasil (SILVA,
2009)

Com relagéo a diversidade biolégica observa-se a extingdo de espécies
devido a reducédo na diversidade e tamanho populacional das espécies animais
e vegetais, aumento dos niveis de endogamia nas populacfes, modificacbes
nas interacdes bibticas e abiodticas (SANTOS & VIEIRA, 2005). Este fato mostra
a importancia de um estudo de espécies pertencentes a este bioma, pois pode
estar sendo perdida uma fonte de fitoterapicos inestimavel.

Dentre as espécies pertencentes ao cerrado, foi escolhida uma planta

pertencente a familia Fabaceae.

A familia Fabaceae

Fabaceae possui distribuicdo cosmopolita, incluindo cerca de 650
géneros e aproximadamente 18000 espécies, representando uma das maiores
familias de Angiospermas e também uma das principais do ponto de vista
econdmico. No Brasil ocorrem cerca de 200 géneros e 1500 espécies (SOUZA
& LORENZI, 2005).
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Figura 2. Distribuicdo geografica de espécies pertencentes a familia Fabaceae
(HEYWOOD, 1993)

Como principais espécies da familia destacam-se aquelas utilizadas na
alimentacdo, especialmente o feijdo (Phaseolus vulgaris), a soja (Glycine max),
o amendoim (Arachis hypogaea), a ervilha (Pisum sativum), o tremoco (Lupinus
spp.), 0 grao-de-bico (Cicer arietinum) e o tamarindo (Tamarindus indica).
Outra importante aplicacdo das Fabaceae é o seu uso na adubacgdo verde,
principalmente considerando a associacdo com bactérias fixadoras de
nitrogénio (Rhizobium) que produzem pequenos noédulos nas raizes,
principalmente da subfamilia Faboideae. Entre as espécies que sao
comercializadas com esta funcéo estéo o feijdo-guandu (Cajanus cajan), o lab-
lab (Lablab purpureus), a crotalaria (Crotalaria spp.) e a alfafa (Medicago
sativa), esta ultima também frequentemente utilizada como forrageira (SOUZA
& LORENZI, 2005).

Na maioria dos ecossistemas naturais brasileiros, Fabaceae esta
incluida entre as principais familias. Na Amazonia € a familia com maior
namero de espécies arboreas na Reserva Ducke, umas das areas mais bem
conhecidas da regido, com destaque para espécies de inegavel beleza, como
as pertencentes aos géneros Parkia e Swartzia. Nos cerrados destacam-se o
barbatiméo (Stryphnodendron spp.) e a copaiba (Copaifera langsdorfii), arvores
utilizadas como medicinais, e também espécies de Chamaecrista, com flores
amarelas de grande potencial ornamental, com impressionante diversidade no
Estado de Goias e no Distrito Federal (Qquase metade das espécies deste

grande género ocorre nestas unidades da federacéo).
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Nas florestas do interior do Brasil destacam a envira-do-sapo
(Lonchocarpus spp.), o0 bico-de-pato (Machaerium aculeatum e outras
espécies), a sapuvinha (Machaerium stipitatum) e o jacaranda-paulista
(Machaerium villosum). Na Mata Atlantica, muitas sdo as espécies de
Fabaceae nativas, mas sdo bem perceptiveis e conhecidas aquelas que
ocorrem nas bordas e locais alterados, como o pau-cigarra (Senna multijuga), e
0 guapuruvu (Schizolobium parahyba), que também ocorrem mais para o
interior do Brasil. Esta Ultima espécie possui rapido crescimento, com madeira
macia, utilizada pelos indios para a construcdo de canoas. Nas matas ciliares
(e também em outros ambientes) merece destaque o inga (Inga spp.), com
diversas espécies com frutos comestiveis, muito procurados por macacos e
outros animais (SOUZA & LORENZI, 2005).

Sementes de Fabaceae sao importante fonte de nutrientes como o
amido, proteinas, fibras alimentares e minerais, particularmente em paises do
terceiro mundo. A incorporacdo de sementes de Fabaceae na dieta humana
nos paises em desenvolvimento pode oferecer efeitos protetores contra
doencas cronicas. As Fabaceae contém uma série de substancias bioativas,
incluindo compostos fendlicos, que podem diminuir a digestibilidade de
proteinas e a biodisponibilidade de minerais. Por outro lado, substancias como
flavondides, acidos fendlicos, lignanas e taninos tém propriedades
antioxidantes, e estas sao de grande importancia do ponto de vista nutricional e
tecnoldégico. Varias evidéncias sugerem que O estresse oxidativo esta
intimamente ligado a uma variedade de doencas como o cancer e doencas
cardiovasculares (AMAROWICZ & PEGG, 2008).

Dentro desta familia, escolheu-se uma espécie do género Machaerium.

O género Machaerium

Machaerium, cujas espécies sao popularmente conhecidas como
jacarandd, é um dos maiores géneros arboreos tropicais da subfamilia
Papilionoideae, com aproximadamente 130 taxons. Véarias de suas espécies

séo encontradas em diferentes biomas e s&o utilizadas para variados fins,
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dentre os quais a recomposicdo de areas degradadas (POLIDO & SARTORI,

2007).

Ocorre do México a Argentina, a maioria no Brasil, com uma espécie se

estendendo até a costa oeste da Africa (Machaerium lunatum). No Brasil foi

constatado o maior niumero de espécies (cerca de 120 espécies). As formas

escandentes predominam na hiléia amazonica, enquanto as arboreas, no sul
do Brasil (ANDRADE, 2008).

Espécies pertencentes a esse g@género produzem principalmente

flavondides (Tabela 1).

Tabela 1. Espécies de Machaerium e classes de metabdlitos encontradas.

L Classes de al
Espécie metabélitos Substéancias Ref.
. . e . OLLIS et al.,
M. acutifolium cinamilfendis petrostireno 1977
. cinamilfendis; . macharistol; (+)-medicarpina; (+)- SEO et al.,
M. aristulatum pterocarpanos; maackiaina; formononetina 2001
isoflavonas '
. . WAAGE et al.,
M. floribundum procianidinas -- 1984
M. kuhlmannii neoflavondides; OLLIS et al.,
' cinamilfendis 1968
chalconas: buteina; isoliquiritigenina;
. e mucronustireno; mucronulastireno; (- KUROSAWA
M. mucronulatum cinamilfendis; ) o
. )-mucronulatol; (-)-duartina; (-)- etal., 1977c
isoflavanas . .
mucroquinona; (£)-mucronulatol
M. multiflorum benzZobiranos machaeriol A, B, C e D; machaeridiol MUHAMMAD
: P A BeC etal., 2001
. ) . KUROSAWA
M. opacum isoflavanas (-)-mucronulatol; (-)-duartina etal., 1977b
M. vestitum isoflavonoides  vestitol; vesticarpano KUROSAWA
etal., 1977a
. isoflavanas; (-)-mucronulatol; (-)-duartina; OLIVEIRA et
M. villosum . : > S
cinamilfenois vilostireno al., 1968

Machaerium hirtum (Vell.) Stellfed

M. hirtum € uma arvore 5-10 m alt. Ramos espinescentes, pubescentes.

Folhas imparipinadas, 29-43 foliolos, alternos a opostos; estipulas 2,5-7 x 1-3

mm, espinescentes mais ou menos retilineas e achatadas, persistentes;
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peciolo 0,3-0,8 cm compr.; raque 5,6-12 cm compr.; foliolos 0,7-2,4 x 0,3-0,6
cm, estreito-oblongos, os terminais oblanceolados, base obliqua, apice retuso,
face adaxial glabra, abaxial sericea, nervacao craspedddroma. Paniculas 6,4-
26,8 cm compr., terminais ou axilares, as vezes com folhas pequenas
entrepostas; pedunculo 1-2,6 cm compr.; pedicelos 1,5-2 mm compr.; bracteas
ndo observadas; bractéolas 1,5-2,8 x 2-2,8 mm, orbiculares a suborbiculares,
persistentes. Suas flores apresentam 11-15 mm compr. Calice 5-7 mm compr.,
externamente ferrugineotomentoso; lacinios superiores 0,9-1,3 mm compr.,
apice arredondado a obtuso, lacinios inferiores 0,6-1,3 mm compr., apice
obtuso. Corola roxa, com estrias esbranquicadas; estandarte 10-14 x 6-8,5 mm,
oblongo, externamente sericeo; alas e pétalas da carena 9-15 x 3-5 mm,
eliptico-falcadas, apice obtuso a arredondado. Androceu isodiadelfo, 0,6-1 cm
compr. Gineceu com ovario 4,5-6 mm compr., estipitado, estipite 3-5 mm
compr., oblongo-falcado; estilete 3,2-5 mm compr., levemente curvo a reto.

Frutos e sementes n&o séo observados (ANDRADE, 2008).

Figura 3. Partes aéreas de Machaerium hirtum (ANDRADE, 2008)

A espécie M. hirtum ocorre na regido Norte, nos estados do Para,

Amazonas, Tocantins e Acre, na regido Nordeste nos estados do Maranhéo,
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Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Bahia, Alagoas e
Sergipe, na regido Centro-Oeste nos estados do Mato Grosso, Mato Grosso do
Sul, Goias e no Distrito Federal, na regido Sudeste em Minas Gerais, Espirito
Santo, Sdo Paulo e Rio de Janeiro e na regiao Sul nos estados do Parana e em
Santa Catarina (FILARDI, 2011). No estado de S&o Paulo o género
Machaerium apresenta-se bem disperso em todo o estado e as espécies de
Machaerium hirtum que ja foram coletadas apresentam-se ao norte do estado
(Figura 4).

Machaerium hirtum

++

-+

4+ machaerim nirdm

:.__+ + KMachaerium hlrﬂr

flachaerium hirtum

+
r.ucmeflun+_l"llh_m_t'_ + Kiachasrium nlrh.ln+!i_cr::|crlun Irbum

4+  machaeium nirm siachaerium hirtum

r.ucru*-h-

Machasrium_hirtum

Figura 4. Distribuicao geografica de Machaerium e de Machaerium hirtum no
estado de S&o Paulo (FUNDACAO ..., 2011)

Figura 5. Detalhes de Machaerium hirtum: caule, flores e folhas (MARTINS,
2009)
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Suas cascas sdo utilizadas popularmente contra diarréias, tosse e
cancer (POTT & POTT, 2004). E popularmente conhecida como Adolfo, bico-
de-andorinha e Jacaranda-de-espinho.

Selecionou-se esta espécie para estudo devido a utilizagdo de suas
cascas pela populacdo para o tratamento de diarréia, tosse e cancer e pela sua
abrangente disponibilidade no Brasil, ocorrendo em praticamente todo o
territério nacional. Ademais, a auséncia de estudo quimico-farmacol6gico de M.
hirtum desperta interesse em estuda-la, visto que é uma espécie de
composicao totalmente desconhecida. Folhas serdo o objeto de estudo, pois
para a producdo de um fitoterapico € inviavel o uso de cascas, ja que a retirada
das mesmas pode ocasionar a morte da planta. Estudos preliminares indicam
similaridade entre a composicéo das cascas e das folhas de M. hirtum. Estudos
de atividade biologica estdo sendo executados a fim de se confirmar a eficacia

do extrato de M. hirtum contra doengas.
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Objetivos

Os objetivos deste trabalho foram:

= Desenvolver metodologia para estabelecer o perfil da composicéo
guimica das folhas de M. hirtum.

= Estudar a composicao quimica das folhas de Machaerium hirtum.

= Fornecer subsidios para o entendimento das atividades biolégicas que
estdo sendo testadas (antillcera, antiistaminico antimutagénica,
mutagénica, antimicrobiana).

= Contribuir no desenvolvimento do Projeto Tematico que tem por objetivo:
avancar nas pesquisas para a obtencdo de fitoterapicos padronizados,

abordando aspectos farmacoldgicos, toxicolégicos e quimicos.
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Parte Experimental

Instrumentos

As separacbes cromatograficas foram realizadas em cromatégrafo
liguido de alta eficiéncia (analitico, gradiente quaternario) modelo PU-2089
(Jasco®), acoplado a detector de arranjo de foto diodos com faixa de varredura
de 195-650 nm e intervalo minimo de 1 nm, modelo MD-2010 (Jasco®) e um
cromatografo liquido de alta eficiéncia (semipreparativo) com bomba de fluxo
méaximo 10 mL/min acoplada a detector por indice de Refracdo Differential
Refractometer, modelo Waters R401, da Millipore e registrador modelo L250E
(Knauer). Os softwares Star Chromatography Workstation versdo 5.31
(Varian®) e EZChrom Elite Client/Server versdo 3.1.7 (Chromatec®) foram
utilizados durante a aquisicao e processamentos dos dados cromatograficos.

No modo analitico foram usadas colunas de fase reversa RP18
imobilizadas com octadecilsilano, modelos Luna 2 (Phenomenex®) de 250 x 4,6
mm i.d., apresentando particulas com tamanho médio de 5 ym; Synergi Hydro
(Phenomenex®) de 250 x 4,6 mm i.d.; 4 um, ambas com coluna de guarda
(Phenomenex®) de 4 x 3 mm i.d. No modo semi-preparativo foi usada coluna
de fase reversa RP18, modelo Luna 2 (Phenomenex®) de 250 x 10 mm i.d.; 10
um; Synergi Hydro (Phenomenex®) de 250 x 10 mm i.d.; 4 ym. Amostras e
padrées foram injetados através de um injetor Rheodyne® 7125 com um loop
de 100 pL (modo analitico) e 500 yL (modo semi-preparativo).

Os espectros de massas e a quantificagdo foram realizados em
espectrometro de massas LCQ FLEET (UHPLC-PDA-ESI-IT-MS", Thermo
Scientific®), equipado com dispositivo de insercdo direta da amostra via anélise
por injecdo em fluxo continuo (FIA).

Para quantificacdo foi utilizado somente o sistema UHPLC-PDA, coluna
de fase reversa RP18 imobilizada com octadecilsilano, modelo Thermo
Scientific® Hypersil Gold 50 x 2,1mm i.d., apresentando particulas com
tamanho médio de 1,9 ym.

As matrizes estudadas foram analisadas no modo de ionizacdo por
electrospray (ESI) e as fragmentacées em multiplos estagios (MS?, MS®, MS")

realizadas em uma interface do tipo ion-trap (IT). O modo negativo foi escolhido
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para a geracdo e andlise dos espectros de massas em primeira-ordem (MS),
bem como para os demais experimentos em multiplos estagios (MS"), sob as
seguintes condicfes: voltagem do capilar —4 V, voltagem do spray -5 kV,
temperatura do capilar 280 °C, gas de arraste (N;) fluxo 60 (unidades
arbitrarias). A faixa de aquisicao foi m/z 50-2000, com dois ou mais eventos de
varredura realizados simultaneamente no espectrometro de massas LCQ.

O primeiro evento foi uma varredura completa (full-scan) do espectro de
massas para adquirir os dados dos ions na faixa m/z estabelecida. Os demais
eventos foram experimentos MS" realizados a partir dos dados da primeira
varredura para ions precursores pré-selecionados com energia de colisdo entre
25 e 30% da energia total do instrumento.

O software Xcalibur (Thermo Scientific®) foi utilizado durante a aquisicdo
e processamento dos dados espectrométricos.

As solucdes padréo de calibracdo foram preparadas a partir de aliquotas
retiradas das solugcbes estoque por meio de micropipetas de alta preciséo
(Gilson Pipette®), modelos P20, P200 e P1000. A faixa de transferéncia de
volumes estava contida no intervalo de amostragem de 2,0 a 1000,0 uL.

Os experimentos de *H-NMR e *C-NMR, obtidos em dimetil sulféxido
hexadeuterado (DMSO-ds, Sigma Aldrich®), foram realizados em espectrémetro
de ressonancia magnética nuclear de 11,7 T (Varian® Inova), operando em 500
MHz para *H-NMR e 125 MHz para **C-NMR. Os deslocamentos quimicos sdo
dados em & (ppm) usando tetrametilsilano (TMS) como padrao interno.

Cloroférmio e diclorometano (Burdick & Jackson®), acetonitrila e metanol
(Baker®), todos de grau HPLC, foram usados na preparagcdo das amostras,
padrdes, nas eluicbes em SPE e como fase mével em HPLC. Os demais
solventes citados no trabalho s&o de grau analitico (PA).

Nas triagens das fracOes foram usadas placas de camada delgada de
silicagel em suporte de aluminio (Merck®, Aldrich®), sendo usados como
reveladores: Anisaldeido/H,SO,4 e NP/PEG.
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Clean-up das fracoes

O clean-up de todas as fragOes deste trabalho foi realizado da mesma
maneira, utilizando cartucho de SPE RP18 (50 mg). O cartucho foi previamente
ambientado com 5,0 mL de MeOH/H,0, na propor¢do mais adequada. Em
seguida, a amostra foi filtrada através do cartucho, o qual foi em sequéncia
eluido com 5,0 mL da mesma mistura de MeOH/H,0. A solugao obtida foi seca
em temperatura ambiente e o sdlido resultante redissolvido em MeOH/H;0,
filtrado em filtro de PTFE (0,22 ym) e armazenado em vial de vidro.

Anélise das fracGes em HPLC-PDA

A analise do perfil cromatografico de todas as fracdes foi realizada por
HPLC-PDA, Coluna Phenomenex® Luna RP-18 (250 x 4,6mm i.d.; 4um), fluxo
1,0 mL.min™, Solventes: A=H,0, B=MeOH, ambos com TFA 0,1%. Sistema de

eluicdo gradiente linear 5-100% de B em 60 min.
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Desenvolvimento, Resultados e Discussao

Coleta e Preparo do Material Vegetal

Folhas de Machaerium hirtum foram secas em estufa a 40°C e moidas
em moinho de facas com um tamanho médio de particula de 1 a 3 mm. Em
seguida, foram submetidas a percolacdo (PRISTA, 1995). O processo teve
inicio com o intumescimento prévio de aproximadamente 1,0 kg do p6 com 4,0
L de etanol 70% (v/v) durante 2 horas fora do percolador. Apds esse periodo, o
percolador foi empacotado com a mistura (p6 + EtOH 70%). O empacotamento
foi feito de forma mais homogénea possivel, respeitando a proporcao 5:1 em
relacdo ao tamanho do percolador. A vazéo do percolador foi ajustada para 1,0
a 2,0 mL/min/kg de material vegetal. Apds a extracdo, os extratos foram rota-
evaporados sob pressdo reduzida em temperatura de 40°C, liofilizados e
armazenado em frascos ambar vedados. Apos esse processo foi determinado

o rendimento do extrato das folhas (170,0 gramas = 17%).

Perfil Cromatografico do Extrato

Foram realizadas duas analises por TLC do extrato bruto (Silicagel,
CHCI3/MeOH/n-propanol/H,O 5:6:1:4, Revelacdo: anisaldeido/H,SO, e
NP/PEG). Ambas as placas mostraram manchas amarelas com Rf entre 0,0 e
0,8, sugerindo a presenca de flavonoides (WAGNER et al., 2001).

A fim de tracar o perfil cromatografico, 130 mg do extrato foram
solubilizados em 2,0mL de MeOH/H,O 1:1, filtrados em cartucho SPE C18 e
em membrana de 0,22 uym e diluidos com MeOH/H,O 1:1 até obtencdo de
solucéo de concentracdo de 5 mg/mL.

A analise do perfil cromatografico do extrato bruto foi realizada por
HPLC-PDA, Coluna Phenomenex® Luna RP-18 (250 x 4,6mm i.d.; 4um), fluxo
1,0 mL.min™, Solventes: A=H,0, B=MeOH, ambos com TFA 0,05%. Sistema de
eluicdo gradiente linear 5-100% de B em 60 min (Figura 6).
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Figura 6. Perfil do extrato EtOH 70% das folhas de Machaerium hirtum e
espectro no UV representativo dos picos observados. Tempo de retencédo(min):
1) 26,5; 2) 28,0; 3) 30,0; 4) 32,0; 5) 33,0. Coluna Phenomenex® Luna (2) RP18
(250 x 4.6 mm i.d.; 5 pm), HPLC (Jasco®), fluxo 1,0 mL min™. Eluicdo: A=H,0,
B=MeOH, ambos com TFA 0,1%. Sistema de eluicdo gradiente linear 5-100%
de B em 60 min.

Comparando os espectros no UV com os dados da literatura verificamos
gue as substancias detectadas pertencem a classe das flavonas (bandas em
270 e 330 nm) (MARKHAM, 1982).

Fracionamento Cromatografico do Extrato

Extracdo Liquido-Liquido

A extracao liquido-liquido foi necesséaria para separar substancias de
polaridades muito diferentes e assim obter fracbes de polaridades
semelhantes. Pesou-se cerca de 40,009 do extrato bruto liofilizado e dissolveu-
se 0 mesmo em 500mL de solucdo de H,O/MeOH 8:2 e 500mL de hexano.
Agitou-se a mistura e aguardou-se a separacao das fases. Em seguida, retirou-

se a fase hexanica e adicionou-se mais 300 mL de hexano. Repetiu-se o

my
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processo até a exaustdo, ou seja, até a fase hexanica ndo apresentar mais
coloracdo ao ser misturada com a fase aquosa. Ambas as fases foram

rotaevaporadas e armazenadas em frascos devidamente vedados.

Fracionamento em Coluna de Permeacgao em Gel

Optou-se pelo fracionamento do extrato por permeacgéao em gel porque o
principio desta técnica (separagdo por tamanho) minimiza os problemas de
adsorcdao irreversivel de substancias polares, que usualmente ocorre quando
se usa técnicas baseadas em cromatografia de adsorcéo. Parte da fase aquosa
proveniente da extracao liquido-liquido (4,00 g) foi solubilizada em MeOH/H,O
8:2, colocada em banho de ultrassom por 10 minutos e em seguida
centrifugada por 10 min, separando-se o precipitado (500mg) do sobrenadante.
O sobrenadante foi aplicado numa coluna de Sephadex LH-20 (57 cm x 3,0 cm
d.i.), eluida com solucdo de MeOH/H,O 8:2 e fluxo de 2,5 mL/min. Esse
procedimento foi repetido mais duas vezes.

Em cada separacdo foram obtidas 390 fracbes, as quais foram
analisadas por TLC (Silica gel, CHCIl3/MeOH/n-propanol/H,O 5:6:1:4,
Revelacado: anisaldeido/H,S0O,). As fragBes semelhantes (comparacgéo de Rfs e

coloracao) foram reunidas em 12 fracdes (Figura 7).

o
-
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Figura 7. Analise por TLC das 12 fragBes obtidas apds o fracionamento do

extrato EtOH 70% de M. hirtum e comparacdo com padrdes de A - rutina, B -
quercetina e com C - extrato bruto.

As fracOes obtidas foram secas e suas massas determinadas (Tabela 2).
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Tabela 2. Massa das 12 fracdes obtidas ap6s o fracionamento do extrato EtOH
70% de M. hirtum.

Fracéo Massa (g)
1 0,86
2 0,87
3 4,17
4 1,63
5 1,48
6 0,17
7 1,04
8 0,18
9 0,07
10 0,09
11 0,01
12 0,03

Tendo em vista que as andlises do extrato por TLC e o perfil
cromatografico obtido por HPLC-PDA evidenciaram a presenca de flavonéides,
gue estes exibem diversas atividades bio-famacolégicas importantes
(MANTHEY et al., 2001) e que podem servir de marcadores para a
padronizacdo de extratos vegetais (AGENCIA ..., 2010), optou-se por iniciar a
purificacdo das substancias pelas fracdes que os apresentaram.

As fracOes de 1 a 5 apresentaram-se muito complexas. Revelacdo com
anisaldeido mostrou manchas roxas e cinzas, que sugerem a presenca de
esteroides e 4cidos fendlicos, respectivamente (WAGNER et al., 2001). Por

isso, ndo foram tomadas como prioritarias.

Purificacdo das Fracoes obtidas do Extrato de Machaerium hirtum

Fracéo 7

Tragou-se o perfil cromatogréafico da fracdo 7 por HPLC-PDA a fim de se
ter uma visdo preliminar das substancias presentes e da complexidade da

mesma. Pesou-se 20 mg da fracao e solubilizou-se em 1,0 mL de MeOH/H,0
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1:1. ApGs agitacao, ocorreu precipitacdo de um solido amarelo. Centrifugou-se
a mistura, separando o precipitado do sobrenadante. Realizou-se ou clean-up
do sobrenadante em cartucho de SPE C18 (50 mg) eluindo com MeOH/H,O
1:1. O precipitado previamente separado foi solubilizado em 1,5 mL de
MeOH/H,0 9:1, filtrado em filtro de PTFE (0,22 ym) e armazenado em vial de
vidro. Ambos foram analisados por HPLC-PDA (Figuras 8 e 9).

Figura 8. Perfil cromatografico da Fracdo 7 e espectro no UV representativo
dos picos observados. Tempo de retencao(min): 1) 26,0; 2) 28,5; 3) 30,0; 4)
32,5; 5) 33,0. Coluna Phenomenex® Luna (2) RP18 (250 x 4.6 mm i.d.; 5 ym),
HPLC (Jasco®), fluxo 1,0 mL min™. Eluicdo: A=H,O, B=MeOH, ambos com
TFA 0,1%. Sistema de eluicdo gradiente linear 5-100% de B em 60 min.

Comparando-se o cromatograma obtido com o da Figura 6, observa-se
gue ambos apresentam perfil muito similar. Portanto, dentre as substancias que
absorvem no UV, nesta fracdo estdo presentes as majoritarias do extrato.
Todas elas sédo flavonas, pois apresentam bandas em 270 nm e 330 nm
(MARKHAM, 1982).
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Figura 9. Analise por HPLC-PDA do precipitado obtido da fracdo 7. Coluna
Phenomenex® Luna (2) RP18 (250 x 4.6 mm i.d.; 5 ym), HPLC (Jasco®), fluxo
1,0 mL min™. Eluicdo: A=H,O, B=MeOH, ambos com TFA 0,1%. Sistema de
eluicdo gradiente linear 5-100% de B em 60 min.

A andlise do cromatograma da Figura 9 permite inferir que o precipitado
encontra-se praticamente puro e corresponde ao pico 3. A substéancia isolada
foi denominada de Mh1.

A fim de iniciar sua identificacdo, registrou-se os espectros de NMR-
'H(Figura 10), gHMQC(Figura 11) e gHMBC(Figura 12) (Tabela 3).
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Figura 10. Espectros NMR — *H de Mh1 (11,7 T, DMSO-ds, TMS, ppm)
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Figura 11. Espectros gHMQC de Mh1 (11,7 T, DMSO-dg, TMS, ppm)
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Figura 12. Espectros gHMBC de Mh1 (11,7 T, DMSO-ds, TMS, ppm)
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Tabela 3. Deslocamentos quimicos de NMR de **C e 'H Mh1 (*CHENG et al.,
2000; *ANDERSEN & MARKHAM, 2006)
Deslocamento Quimico/ppm

Posicao (J/Hz)

Mh1 Literatura*

B 1y Bc 1y
2 164,0 - 163,8 -
3 100,4 6,80 103,0 6,83
4 182,0 - 182,2 -
5 1618 - 160,2 -
6 1100 - 109,6 -
7 164,0 - 164,9 -
8 90,0 6,82 91,0 6,85
9 156,4 - 156,8 -
10 106,0 - 104,5 -
1’ 121,5 - 121,0 -
2 129,0 7,95 (8,5) 128,4 7,97 (7,9)
3 116,2 6,92 (8,5) 115,9 6,93 (7,9)
4 164,0 - 161,2 -
5' 116,2 6,92 (8,5) 115,9 7,97 (7,9)
6' 129,0 7,95 (8,5) 128,4 6,93 (7.9)
C-Glicose

Literatura**
17 73,0 4,57 d (9,0) - 4,58d(10,0)
2" 70,0 4,15dd (9,0; - ) - 4,03dd (9,4;9,4)
3" 78,8 3,15 m - 3,19t(8,6)
4" 70,8 3,08 m - 3,11t(9,2)
5" 81,7 3,12m - 3,15m
6" 60,0 3,38 dd (9,0; -) . 3,40dd (12,0; 1,8)
3.65m - 3,68dd (12,0; 1,8)

O espectro de NMR-'H apresentou sinais na regido aromatica: dois
dubletos de J = 8,5 Hz em & 7,95 (2H, H2'/H6") e em & 6,92 (2H, H3'/H5’), que
evidenciaram que o anel B do nucleo flavonoidico é mono-oxigenado e para-di-
substituido. Na caracterizacédo do anel A, verifica-se um singleto em & 6,80 (1H,
H8). O singleto em & 6,82 (1H, H3) caracteriza uma flavona. Esse conjunto de
sinais sugere a presenca de um derivado de apigenina (HARBORNE, 1994). A
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presenca de dois sinais na regido de ® 13,4 indica se tratar de uma mistura de
substancias.

O espectro gHMQC exibiu todos os sinais de correlacao direta entre 1H e
13C. A correlacdo entre o sinal em & 6,80 (H3) e o sinal em & 100,4 (C3)
comprova que essa molécula é uma flavona derivada da apigenina
(HARBORNE, 1994).

O espectro gHMBC de Mh1l apresentou correlagcdes a longa distancia
entre *H e *3C. O sinal em & 6,82 (H8) apresentou correlacdes com os sinais
em & 90,0 (C8 — 1J), 5 110,0 (C6 — 3J), 5 106,0 (C10 — 3J), 5 156,4 (C9 —2J) e
em 164,0 (C7 — 2J). Correlacdes do sinal em & 4,57 (H1” — anomérico) com 0s
sinais em & 110,0 (C6 — 2J), & 164,0 (C7 — 3J) e em & 161,8 (C5 — *J)
demonstram que o acUcar esté ligado a posicao 6 da aglicona, caracterizando-
a como uma flavona 6-C-glicosilada (HARBORNE, 1994).

Observam-se sinais entre & 3 e 5, 0 que sugere ligacao do flavondide a
uma unidade glicosidica. Observa-se, ainda, sinal em 6 3,8, caracteristico de
metoxila.

Para auxiliar na determinacdo da identidade do acucar, foi realizado o
experimento TOCSY-1D (Figura 13). Irradiacdo do sinal do proton anomérico
em 0 4,57 exibiu sinais em d 4,15, d 3,65, d 3,38 e & 3,19-3,08. Esses dados,
associados com aqueles do espectro gHMQC, sdo coerentes com o sistema de
spin de uma unidade de glicose. O tripleto aparente (J = 10Hz) em & 3,97 néo
pertence a essa unidade de glicose de Mh1. No espectro gHMQC correlaciona-
se com o sinal em & 70,5, que poderia ser atribuido ao C2 de um flavonoide C-
glicosilado na posi¢cdo 8 (ANDERSEN & MARKHAM, 2006).
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Figura 13. Espectro TOCSY-1D de Mh1 (irradiagdo em & 4,57- 11,7 T, DMSO-
d6| TMS1 ppm)

A fim de determinar a posi¢cdo da metoxila, realizou-se experimento de
NOESY-1D (Figura 14). Irradiacdo do sinal da metoxila em & 3,8 mostrou
correlagdo com o sinal do hidrogénio em & 6,8 (H8), demonstrando que a

mesma encontra ligada a posicao 7.

Figura 14. Espectro NOESY-1D de Mh1 (irradiagdo em & 3,8 - 11,7 T, DMSO-
d6a TMS! ppm)
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Esses dados e comparacdo com aqueles da literatura (HARBORNE,
1994) indicaram que Mhl é a apigenina-7-metoxi-6-C-B-D-glucopiranosideo,

swertisina (Figura 15).

Figura 15. Estrutura de Mh1: apigenina-7-metoxi-6-C-f-D-glucopiranosideo

A fim de se confirmar a estrutura proposta, a substancia foi analisada por
espectrometria de massas (FIA — ESI — IT — MS"), em modo negativo (Figura
16).
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Figura 16. Espectro de Massas de Mh1 (FIA-ESI-IT-MS" — modo negativo)

O espectro de massas apresentou pico em m/z 445 Da correspondente
ao ion [M-H] e confirma a estrutura anteriormente proposta. Fragmentacao
MS? produz o fon produto de m/z 325 [M-120-H] atribuido & quebra interna da
unidade de acucar e confirmando a estrutura C-glicosilada proposta. Hexoses
C-glicosiladas podem sofrer perdas de 134 Da, 120 Da e 90 Da (Figura 17)
(CUYCKENS & CLAEYS, 2004).

Figura 17. fons caracteristicos formados pela quebra interna de uma hexose
para modo positivo ou negativo (CUYCKENS & CLAEYS, 2004)

O sobrenadante da Fracdo 7 (400 mg) foi dissolvido em 4 mL de
MeOH/H,O 1:1 e submetido a purificacdo por cromatografia liqguida com
detector de indice de refracdo (HPLC-RI). Foi utilizada coluna Phenomenex®
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Luna RP - 18 (250 x 10 mm i.d.; 10um), fluxo de 2,0 mL/min e fase mével
MeOH/H,0 55:45 com 0,1% de acido acético. Foram realizadas 40 injecdes de
40,0 pyL cada, o que forneceu 7 fracdes (denominadas 7.1 a 7.7), as quais
foram analisadas por TLC (Figura 18).

Figura 18. Andlise por TLC das fracGes obtidas da purificacdo do sobrenadante
da fragéo 7

Apenas a fracdo 7.2 (14mg) apresentou massa consideravel e pureza
adequada para a continuidade das analises. Foram realizados experimentos de

NMR-'H a fim de elucidar sua estrutura (Figura 19).
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Figura 19. Espectros NMR — 'H da fragéio 7.2 (11,7 T, DMSO-ds, TMS, ppm)

Analisando o espectro de NMR-'H obtido, verificam-se sinais em & 13,5,
13,6 e 13,8, de diferentes intensidades, sugerindo a presenca de trés unidades
flavonoidicas em proporgBes diferentes. A andlise detalhada da regido do
hidrogénio anomérico permite identificar seis unidades de aglcares presentes
na mistura, indicando que as unidades flavonoidicas sédo diglicosiladas. A
fracdo foi também analisada por espectrometria de massas (FIA — ESI — IT —

MS"), em modo negativo, a fim de se identificar as substancias (Figura 20).
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Figura 20. Espectro de Massas da fracdo 7.2 (FIA-ESI-IT-MS" — modo
negativo)

O espectro de massas obtido confirma que a fracdo 7.2 é uma mistura
de flavonéides. Foi realizado o experimento MS? dos fons mais estaveis, em
m/z 593 e 563.

A fragmentacédo do ion precursor de m/z 593 fornece os ions produtos
de m/z 473 Da [M-120-H], m/z 431 Da [M-162-H] e m/z 311 Da [M-162-120-
H]’, sugerindo um derivado de apigenina contendo uma O-hexose e uma C-
hexose.

A fragmentacéo do ion precursor de m/z 563 fornece os ions produtos
em m/z 503 Da [M-60-H], m/z 473 Da [M-90-H] e m/z 443 Da [M-120-HJ,
sugerindo um derivado de apigenina glicosilado com uma C-hexose e uma C-
pentose. Pentoses C-glicosiladas sofrem quebras similares as quebras das
hexoses, com perdas de 104 Da, 90 Da e 60 Da, pois h& quebra interna do
acucar (Figura 21) (CUYCKENS & CLAEYS, 2004).
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Figura 21. fons caracteristicos formados pela quebra interna de uma pentose
para modo positivo ou negativo (CUYCKENS & CLAEYS, 2004)

O ion de m/z 445 sugere a presenca da apigenina-7-metoxi-6-C-f-D-
glucopiranosideo, Mh1l. Os ions de m/z 655, m/z 765 e m/z 828 ndo foram
estaveis ao se realizar experimento MS?, n&o sendo possivel propor estruturas
condizentes com 0S mesmos.

A andlise conjunta dos espectros de NMR — H' (HARBORNE, 1994) e
dos espectros de massa permite propor que estdo presentes na mistura a
apigenina-6-C-B-D-glucopiranosil-7-O-B-D-glucopiranosideo, a apigenina-8-C-
B-D-glucopiranosil-7-O-B-D-glucopiranosideo e a apigenina-6-C-3-D-
glucopiranosil-8-C-B-D-xilopiranosideo, respectivamente Mh2, Mh3 e Mh4
(Figura 22).
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HOHO
H Mh2

Figura 22. Estruturas de Mh2, Mh3 e Mh4, identificadas na fragdo 7.2

A substancia Mh2 foi isolada na fracdo 5 e sera posteriormente descrita
com mais detalhamento com base em seus espectros de NMR. Comparacéo
com dados da literatura (LIU et al., 2008) sugere que a pentose presente em

Mh4 é a xilose.
Fracao 8
Realizou-se o clean-up da fragcdo 8 utilizando cartucho de SPE C18

eluido com MeOH/H,O 1:1. A seguir, o perfil cromatografico foi tracado por
HPLC-PDA (Figura 23).
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Figura 23. Perfil cromatografico da fracdo 8 e espectro no UV representativo
dos picos observados. Tempo de retengao(min): 1) 27,2; 2) 27,8. Coluna
Phenomenex® Luna (2) RP18 (250 x 4.6 mm i.d.; 5 ym), HPLC (Jasco®), fluxo
1,0 mL min™. Eluicdo: A=H,O, B=MeOH, ambos com TFA 0,1%. Sistema de
eluicdo gradiente linear 5-100% de B em 60 min.

Comparando os espectros no UV com dados da literatura, concluiu-se
que as substancias presentes na fracdo séo flavonas, pois apresentam bandas
em aproximadamente 270 nm e 330 nm (MARKHAM, 1982).

A fracéo foi diluida em MeOH/H,0O 1:1 até concentracdo de 100mg/mL e
submetida a purificagdo em sistema HPLC-RI. Foi utilizada coluna
Phenomenex® Luna RP-18 (250 x 10 mm i.d.; 10um), fluxo de 2,0 mL/min e
fase movel MeOH/H,0 55:45 com 0,1% de acido acético. Foram realizadas 30
injecbes de 60,0 uL cada, o que forneceu 7 fracdes (denominadas 8.1 a 8.7)

gue foram analisadas por TLC (Figura 24).
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ABC
Figura 24. Anélise por TLC das fra¢cGes obtidas da purificacéo da Fracédo 8. A —
isovitexina; B — rutina; C — quercetina.

Apenas a fracdo 8.6 (11mg) apresentou massa consideravel e pureza
adequada para a continuidade das analises. Foram realizados experimentos de

NMR-!H a fim de elucidar sua estrutura.
Fracao 8.6

Analise por TLC mostrou apenas uma mancha. Foram realizados
experimentos de NMR-'H para a elucidacdo da substancia, Mh5, o qual é
semelhante ao da substancia presente na Fracdo 9 (Figura 25). A discusséo
sera apresentada posteriormente, pois 0s espectros obtidos foram de qualidade

superior.
OH

Figura 25. Estrutura de Mh5: apigenina-6-C-p-D-glucopiranosideo
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Fracao 9

Foi realizado o clean-up da fragdo 9 e, em seguida, tragcou-se o perfil

cromatografico por HPLC-PDA (Figura 26).

PDA280 nm

=0

17.5 ;0.0 225 250 27,5 30,0 x5
Minutes

Figura 26. Perfil cromatografico da Fracdo 9 e espectros no UV dos picos
observados. Coluna Phenomenex® Luna (2) RP18 (250 x 4.6 mm i.d.; 5 ym),
HPLC (Jasco®), fluxo 1,0 mL min™. Eluicdo: A=H,O, B=MeOH, ambos com
TFA 0,1%. Sistema de eluicao gradiente linear 5-100% de B em 60 min.

A fracdo foi submetida a purificacdo por cromatografia liquida com
detector de indice de refracdo (HPLC-RI). Foi utilizada coluna Phenomenex®
Luna RP-18 (250 x 10 mm i.d.; 10um), fluxo de 2,0 mL/min e fase movel
MeOH/H,0 40:60 com 0,1% de &cido acético. Foram realizadas 40 injecfes de
80,0 yL cada, o que forneceu 5 fragGes (denominadas 9.1 a 9.5). Tais fracdes

foram analisadas por TLC (Figura 27).
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Figura 27. Analise por TLC das fragBes obtidas da purificacdo da fracédo 9. A —
isovitexina; B — vitexina.

Apenas as fracdes 9.4 (9mg) e 9.5 (13mg) apresentaram massa
consideravel e pureza adequada para a continuidade das andlises. Foram

realizados experimentos de NMR-'H a fim de elucidar suas estruturas.

Fracéo 9.4

Os espectros de NMR-'H dessa fracdo estdo apresentados na Figura
28.




53
Extratos Padronizados Para o Tratamento de Doengas Cronicas: Machaerium hirtum

&. a8
L1

1.5 7.4 7.2 7.1 7.0 6.9 6.8 6.7 E.B 5.5 ppm

Figura 28. Espectro NMR — 'H da fracéo 9.4 (11,7 T, DMSO-ds, TMS, ppm)

O espectro de NMR - *H da fracdo 9.4 apresentou dois dubletos de J =
8,0 Hzem & 6,89 (1H, H5") e em & 7,41 (1H, H6’) e um dubleto de J = 2,0Hz em
0 7,40 (1H, H2'), que evidenciaram que o anel B do nucleo flavonoidico é orto-
di-oxigenado e tri-substituido. Observam-se sinais entre & 3 e 5, 0 que sugere
ligacdo do flavondide a uma unidade glicosidica. Na caracteriza¢do do anel A,
verifica-se um singleto em & 6,48 (1H, H8). O singleto em & 6,66 (1H, H3)
caracteriza uma flavona (HARBORNE, 1994). Esse conjunto de sinais sugere a
presenca de um derivado de luteolina. Em & 4,58 observa-se um dubleto de J =
10,0 Hz (1H, H1") referente ao hidrogénio anomérico de uma unidade de
acucar fazendo ligagcdo C-C com a flavona (HARBORNE, 1994; PENG et al.,
2005).

Para auxiliar na determinacdo da identidade do acucar, foi realizado
experimento TOCSY-1D (Figura 29). Irradiacdo do sinal do préton anomeérico
em O 4,58 exibiu os sinais em & 4,03, d 3,68, & 3,41 e de o 3,10 a 3,21,
coerentes com o sistema de spin de uma unidade de glicose em ligacdo C-

glicosidica (Tabela 4).
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1.4

Figura 29. Espectro TOCSY-1D da fracéo 9.4 (irradiacdo em & 4,58 ppm — 11,7

T, DMSO-dg, TMS, ppm)

Tabela 4. Deslocamentos quimicos de NMR - 'H da fracdo 9.4 comparados
com a literatura (11,7 T, DMSO-ds, TMS) (*PENG et al., 2005; **ANDERSEN &

MARKHAM, 2006.)

Posicéo Deslocamentos Quimicos / ppm (J / Hz)
Isoorientina Fracdo 9.4

Aglicona*

3 6,64 s 6,66 s

8 6,50 s 6,48 s

2' 7,38s 7,40d (2,0)

5' 6,90d (9,0) 6,89 d (8,0)

6' 7,44 d (9,0) 7,41d (8,0)

5-OH 13,55 sl 13,58 sl

C-glicose**

1" 4,58 d (10,0) 4,58 d (10,0)

2" 4,03 dd (10,0; 9,0) 4,03 dd (10,0; 9,0)

3"-5" 3,15-3,19m 3,10-3,21m

6"a 3,68dd (12,0; 1,8) 3,68 dd (10,0; 2,0)

6"b 3,40dd (12,0; 1,8) 3,41 dd (10,0; 2,0)
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Comparacéo com dados da literatura (PENG et al., 2005) sugerem que a
substancia presente na fracdo 9.4, Mh6, é a luteolina-6-C-B-D-glucopiranosideo

(isoorientina — Figura 30).

Figura 30. Estrutura de Mh6: luteolina-6-C--D-glucopiranosideo

A fim de se confirmar a estrutura proposta, a substancia Mh6 foi
analisada por espectrometria de massas (FIA — ESI — IT — MS", modo negativo)
(Figura 31).

Figura 31. Espectro de massas de Mh6 (FIA-ESI-IT-MS" — modo negativo)

O espectro de massas apresentou ion em m/z 447 Da corresponde ao
fon [M-H] e confirma a estrutura anteriormente proposta. Fragmentacdo MS?
produz os ions produtos de m/z 327 [M-90-H] e m/z 357 [M-120-H] atribuidos a
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guebras internas da unidade de acucar, confirmando a estrutura C-glicosilada

proposta.
Fracdo 9.5

Andlises por NMR-'H (Figura 32), gHMQC (Figura 33) e gHMBC (Figura
34) forneceram os dados da Tabela 5.

8.0 /7.8 7.6 7.4 1.7 7.0 6.8 6.6

Figura 32. Espectro NMR — *H da fracéo 9.5 (11,7 T, DMSO-dg, TMS, ppm)

ppm
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(

)

130 125 120 115 118 1% 100 15
F1 [ppm]

Figura 33. Espectros gHMQC da fracdo 9.5 (11,7 T, DMSO-ds, TMS, ppm)
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Figura 34. Espectros gHMBC da fragéo 9.5 (11,7 T, DMSO-dgs, TMS, ppm)
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O espectro de NMR - *H apresentou dois dubletos de J = 8,5 Hz em &
7,89 (2H, H2'/H6’,) e de J = 9,0 Hz em & 6,91 (2H, H3'/H5’) que evidenciaram
gue o anel B do nucleo flavonoidico € mono-oxigenado e para-di-substituido.
Observam-se sinais entre & 3 e 5, 0 que sugere ligacdo do flavondide a uma
unidade glicosidica. Na regido de 6 4,57 (1H, H1"”) observa-se um dubleto de J
= 9,5 Hz referente ao hidrogénio anomeérico de uma unidade de agucar fazendo
ligagdo C-C com a flavona (HARBORNE, 1994).

O espectro gHMQC exibiu todos os sinais de correlacdo direta entre *H e
13C (Tabela 5). A correlacéo entre o sinal em & 6,73 (H3) e o sinal em & 103,0
(C3) comprova que essa molécula é uma flavona.

O espectro gHMBC apresentou correlaces & longa distancia entre *H e
13C. O sinal em & 6,49 (H8) apresentou correlagcdes com os sinais em & 94,0
(C8 — 1J), 8 109,4 (C6 — 3J), & 104,0 (C10 — 3J), & 156,8 (C9 — 2J) e em 164,0
(C7 = 2J). Correlacdes do sinal em & 4,57 (H1” — anomérico) com os sinais em
5 109,4 (C6 — 2J), 5 164,0 (C7 — 3J) e em & 161,3 (C5 — 3J) demonstram que o
acucar esta ligado a posicéo 6 da aglicona, caracterizando-a como uma flavona

C-6-glicosilada derivada da apigenina.
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Tabela 5. Deslocamentos quimicos de NMR de **C e 'H da fracéo 9.5

Posicéo

Deslocamentos Quimicos/ppm

(J/Hz)
1SC 1H

2 163,55 -
3 103,0 6,73 s
4 182,0 -
5 161,3 -
6 109,4 -
7 164,0 -
8 94,0 6,49 s
9 156,8 -
10 104,0 -
1 121,6 -
2' 129,0 7,89d (8,5)
3 116,6 6,91d (9,0)
4' 1614 -
5' 116,6 6,91d (9,0)
6' 129,0 7,89d (8,5)
C-glicose
1" 73,2 4,57 d (10,0)
2" 70,4 4,03 dd (10,0; 9,0)
3"-5" 79,0 3,10-3,22 m
2 510 363 dd (5.0: )

Para auxiliar na determinacdo da identidade do acucar, foi realizado

experimento TOCSY-1D (Figura 35).
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H6

Figura 35. Espectro TOCSY-1D da fragéo 9.5 (irradiacdo em & 4,57 ppm — 11,7
T, DMSO-dg, TMS, ppm)

Irradiacdo do sinal do préton anomérico em & 4,57 exibiu sinais em &
4,03, & 3,68, & 3,40 e & 3,22 — 3,10. Esses dados, com conjunto com aqueles
obtidos pelo espectro gHMQC, s&o coerentes com o sistema de spin de uma
unidade de glicose em ligacao C-glicosidica.

Portanto, a substancia isolada foi a apigenina-6-C-3-D-glucopiranosideo,
isovitexina, Mh5 (Figura 36).
OH

Figura 36. Estrutura de Mh5: apigenina-6-C-B-D-glucopiranosideo

A fim de confirmar a estrutura proposta, a substancia foi analisada por
espectrometria de massas (Figura 37, FIA — ESI — IT — MS", modo negativo).
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Figura 37. Espectro de massas de Mh5 (FIA-ESI-IT-MS" — modo negativo)

O espectro de massas apresentou pico em m/z 431 Da, correspondente
ao ion [M-H] e corrobora a estrutura anteriormente proposta. Fragmentacao
MS? produz os fons produtos de m/z 413 [M-18-H], m/z 341 [M-90-H] e m/z
311 [M-120-H] atribuidos a perda de H,O e quebras internas da unidade de

acucar, respectivamente.

Fracdo 5

Essa fracdo apresentou dificil solubilizacdo. Para registrar seu perfil

cromatografico foi necessario proceder a uma particdo preliminar. A fracao foi
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solubilizada em 300 mL de H,O e 200 mL de n-butanol. Agitou-se a mistura e
aguardou a separacédo das fases. Em seguida, retirou-se a fase n-butandlica e
adicionou-se mais 200 mL de n-butanol. Repetiu-se 0 processo até a exaustao,
ou seja, até que a fase n-butandlica ndo apresentasse coloragdo ao ser
misturada com a fase aquosa. Observou-se formacgao de precipitado branco na
fase aquosa, o qual foi separado por centrifugacao. Rotaevaporou-se ambas as
fases, que foram armazenadas em frascos devidamente vedados. As fracdes e

0 precipitado obtidos foram analisados por TLC (Figura 38).

Figura 38. Analise por TLC das fracbes aquosa, n-butandlica e do precipitado
da fracéo 5

O espectro de NMR - *H do precipitado (Figura 39) sugeriu a presenca
de uma mistura de substéncias.

Apresentou dois dubletos (2H cada) de J = 7,5 Hz em & 7,95 (2H,
H2'/H6’) e em & 6,94 (2H, H3'/H5’), que demonstraram que o anel B do nucleo
flavonoidico é mono-oxigenado e para-di-substituido. Sinais em & 6,83 (s, 1H) e
0 6,89 (s, 1H) sugerem que sejam atribuidos aos H3 e H8 de um flavondide C-
glicosilado (HARBORNE, 1994). Observam-se sinais entre & 3 e 5 ppm, que
sugerem ligacdo do flavondide a duas unidades glicosidicas. Ressaltam duas
regibes correspondentes a hidrogénios anoméricos: uma entre & 4,73 - 5,02
(H1, J = 3,5 Hz), em ligac&o O-glicosidica, e outra entre & 4,64 — 4,73 (H1”, J
= 9,5 Hz), em ligagéo C-glicosidica (HARBORNE, 1994).
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12 11 10 9 8 7 6 4 3 < 1 ppm

Figura 39. Espectro NMR — *H do precipitado da fracdo 5 (11,7 T, DMSO-ds,
TMS, ppm).

Para identificar as unidades sacaridicas, realizou-se experimento
TOCSY-1D, irradiando-se 0s sinais nessas duas regides.

Irradiacdo dos sinais em 0 4,64 — 4,73 (Figura 40) forneceu o sistema de
spin de uma unidade p-glucopiranosidica em ligacdo C-glicosidica.
Particularmente tipicos dessa configuracao sdo o H1” em & 4,62 (d, J = 9,0 Hz)
e o0 H2” em & 4,04 (m). H3”, H4” e H5” absorvem como multipletos entre & 3,09
— 3,55. H6a” e H6b” sdo observados em & 3,56 e © 3,89.
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5.0 4.8 4.5 1.4 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 3.2 3.0 ppm

Figura 40. Espectro TOCSY-1D do precipitado da fracdo 5 (irradiacédo em &
4,64 — 4,73 ppm — 11,7 T, DMSO-dg, TMS, ppm)

Irradiacdo dos sinais em & 4,94 — 5,00 (Figura 41) forneceu o sistema de
spin de wuma unidade B-glucopiranosidica, que apresenta 0s sinais

concentrados entre & 3,19 — 3,73, em ligacao O-glicosidica.

Figura 41. Espectro TOCSY-1D do precipitado da fracdo 5 (irradiacdo em &
4,73 - 5,00 ppm — 11,7 T, DMSO-ds, TMS, ppm)
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O espectro gHMQC (Figura 42) exibiu todos os sinais de correlacéo
direta entre 1H e **C (Tabela 6). A correlacéo entre o sinal em 5 6,83 (H3) e 0
sinal em & 103,1 (C3) comprova que essa molécula é uma flavona. As
correlagdes entre os sinais referentes ao anel B indicam que se trata de um
derivado de apigenina.

O espectro gHMBC (Figura 43) apresentou correlacdes a longa distancia
entre *H e *3C. O sinal em & 6,89 (H8) apresentou correlacdes com o0s sinais
em & 110,5 (C6 — 3J), & 105,0 (C10 — 3J), d 156,8 (C9 — 2J) e em 162,4 (C7 —
2J). Correlagdes do conjunto de sinais em & 4,64 — 4,73 (correspondentes a
H1” — anomérico) com os sinais em & 110,5 (C6 — 2J), d 162,4 (C7 —3J) e em &
159,8 (C5 — 3J) demonstram que a glicose esta ligada & posicdo 6 da aglicona,
assinalando gue nessa mistura existe uma flavona C-6-glicosilada derivada da
apigenina (Tabela 6).

N&o foram observadas correlagdes entre os sinais dos hidrogénios em o
4,94 — 5,00 e os carbonos da aglicona.

Lan Lza (] L1 L1 an 4 ]
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Figura 42. Espectros gHMQC do precipitado da fracdo 5 (11,7 T, DMSO-de,
TMS, ppm).

F4d | Toe 1] 160 14n 1za 108 &n ba 1] |
Fi [ppm]

Figura 43. Espectros gHMBC do precipitado da fracdo 5 (11,7 T, DMSO-ds,
TMS, ppm)



68
Extratos Padronizados Para o Tratamento de Doengas Cronicas: Machaerium hirtum

Tabela 6. Deslocamentos quimicos de NMR de *3C e *H para o precipitado da
fracdo 5 (11,7 T, DMSO-ds, TMS) (*HARBORNE, 1994; *ANDERSEN &
MARKHAM, 2006)

Posicdo Deslocamento Quimico/ppm (J/Hz)

13C lH 1H
Fracéo 5 - precipitado Literatura*
2 1645 - -
3 103,1 6,83 s 6,79 s
4 - - -
5 159,8 - OH
6 110,5 - C-glc
7 162,4 - O-glc
8 94,0 6,89 s 6,88 s
9 156,8 - -
10 105,0 - -
1 121,0 - -
2' 129,0 7,95d (7,5) 7,92d
3 116,0 6,94d (7,5) 6,95d
4 161,6 - -
5' 116,0 6,94d (7,5) 6,95d
6' 129,0 7,95d (7,5) 7,92d
C-glicose
Literatura**
1" 72,8 4,72d (9,00 4.58d(10,0)
2" 70,5 4,04 m 4,03 dd (9.4; 9,4)
3 78,8 3,27 m 319m
4 69,5 3,19 m 311m
5" 81,0 3,09 m 3,15m
6a” 60,0 3,73 m 3,68 dd (12,0; 1,8)
6b” 3,48 m 3,40dd (12,0; 1,8)
O-glicose
1 100,3 4,94 m 4,87
2" 73,5 3,31 m 3,23
37 77,0 3,48 m 3,26
4 69,2 3,19 m 3,12
5™ 75,5 3,29 m 3,37
6a’” 60,2 3,73 m 3,69

6b™ 3,40 m 3,46
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Comparagdo com dados da literatura (HARBORNE, 1994) permite
concluir que as unidade de acguUcar estéo ligadas nas posicdes 6 e 7 da aglicona
e que a substancia isolada é a apigenina-6-C-B3-D-glucopiranosil-7-O-B-D-

glucopiranosideo ou saponarina, Mh2 (Figura 44).

HOHO
H
H
4\ OH

H H OH O
Figura 44. Estrutura de Mh2: apigenina-6-C-B-D-glucopiranosil-7-O-3-D-
glucopiranosideo

A fracdo 5, contendo Mh2, foi analisada por espectrometria de massas

(Figura 45, FIA — ESI — IT — MS", modo negativo).
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Figura 45. Espectro de massas de Mh2 (FIA-ESI-IT-MS" — modo negativo)

O espectro de massas apresentou o ion [M-H] em m/z 593 Da, coerente
com a estrutura proposta. Fragmentacdo MS? produz os fons produtos de m/z
473 [M-120-H] (correspondente & quebra da unidade da hexose C-glicosilada),
m/z 431 [M-162-H] (atribuido a perda da unidade de hexose O-glicosilada) e de
m/z 311 [M-120-162-H] (atribuido a fragmentacdo das duas unidades

glicosidicas).

Analise do extrato bruto por Espectrometria de Massas

Injecéo direta do extrato

A fim de se ter um panorama geral da composi¢cdo quimica do extrato
EtOh 70% de M. hirtum foi realizada a injecdo direta do mesmo em
espectrometro de massas (Figura 46, FIA — ESI — IT, modo negativo). Foram
realizados experimentos MS" dos picos majoritarios a fim de obter dados
adicionais que permitissem obter mais informacdes sobre as estruturas das

substancias.
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Figura 46. Espectro de massas em full-scan do extrato EtOH 70% de folhas de
M. hirtum (FIA — ESI - IT, modo negativo)

Os picos apresentados pelo espectro de massas obtido podem ser
relacionados com substancias ja isoladas e identificadas anteriormente, além
de ser possivel sugerir a presenca de outros constituintes a partir da analise

dos ions produtos de cada pico (Tabela 7 e Figura 47).

Tabela 7. Substancias propostas através da andlise do espectro de massas em
full-scan do extrato bruto hidroalcéolico de folhas de M. hirtum

Substancia m/z [M-H]T MS" Ri R» Rs R4
1 431 341; 311 H hexose H H
2 445 325 H hexose H CHs;
563 545; 503; 473; 443;
3 hexose pentose H
413; 353
593 473;431;341;311 H hexose H hexose

609 519; 489; 447 OH hexose H hexose
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OH O

Figura 47. Estrutura geral das substancias identificadas por espectrometria de
massas

O ion de m/z 431, quando fragmentado, produz os ions produtos de m/z
341 Da [M-90-H] e 311 [M-120-HJ, atribuidos a quebras internas da unidade
de acucar, e corresponde a apigenina-6-C-B-D-glucopiranosideo, Mh5.

O ion de m/z 445, quando fragmentado, produz o ion produto de m/z 325
Da [M-120-HJ, atribuido & quebra interna da unidade de acucar, e corresponde
a apigenina-7-metoxi-6-C-p-D-glucopiranosideo, Mh1.

O ion de m/z 563, quando fragmentado, produz s ion produto de m/z 545
Da [M-18-HJ, referente a perda de uma molécula de agua. Os ions produtos
de m/z 443 Da [M-120-H], 473 Da [M-90-H] e 353 Da [M-120-90-H]
caracterizam a perda de uma hexose em ligacdo C-glicosidica. Os ions
produtos de m/z 503 Da [M-60-H] e 413 Da [M-90-60-H] indicam a perda de
uma pentose em ligacdo C-glicosidica. Com base na literatura (LIU et al.,
2008), atribuimos tentativamente a essa substancia a estrutura da apigenina-6-
C-B-D-glucopiranosil-8-C-B-D-xilopiranosideo, Mh4.

Fragmentacdo do ion de m/z 593 produz o ion produto de m/z 473 Da
[M-120-H]’, caracteristico da quebra interna de uma hexose. O ion produto de
m/z 431 Da [M-162-H] é tipico da perda de uma unidade de hexose em ligacao
O-glicosidica. Os ions produtos de m/z 341 Da [M-162-90-H] e 311 Da [M-162-
120-H] resultam de quebras O- e C-glicosidicas combinadas. Tendo em vista
este padrdo de fragmentacdo e os dados da literatura (HARBORNE, 1994),
sugerimos a presenca da apigenina-6-C-B-D-glucopiranosil-7-O-3-D-
glucopiranosideo, Mh2.

Fragmentacdo do ion de m/z 609 produz os ions produtos de m/z 519
Da [M-90-H], 489 Da [M-120-HJ, referentes a quebras de uma hexose em
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ligacdo C-glicosidica, bem como o ion produto de m/z 447 Da [M-162-HJ,
correspondente a perda de uma hexose em ligagdo O-glicosidica. Este padréo
de fragmentacdo em conjunto com dados da literatura (CUYCKENS &
CLAEYS, 2004) permite sugerir a presenca da luteolina-6-C-p-D-glucopiranosil-
7-O-B-D-glucopiranosideo, Mh7 (Figura 48).

HOHO
H

Figura 48. Estrutura de Mh7: luteolina-6-C-B-D-glucopiranosil-7-O-B-D-
glucopiranosideo

S&o observadas a perda de 162 Da, correspondente a perda de uma
unidade de hexose (O-hexose), e perdas de 90 Da e 120 Da, correspondentes
as quebras internas da unidade de acucar. Tal comportamento € similar ao de
derivados C-glicosilados de flavonas, diglicosideos e um derivado de luteolina,

o que reforca a proposta apresentada.

Identificacdo e quantificacdo das substancias presentes no extrato bruto

A padronizacdo de um extrato vegetal inclui a identificacdo e
quantificacdo das substancias presente no perfil cromatografico do extrato
bruto.

Primeiramente foi realizada a otimizac&do das condi¢cdes cromatogréficas,
a fim de se obter uma corrida de menor tempo (Figura 49). As condicdes

utilizadas foram:
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1) fluxo 1,0 mL min™. Eluicdo: A=H,O, B=MeOH, ambos com HCOOH

0,1%. Sistema de eluicdo gradiente linear 5-30% de B em 4,0 min

2) fluxo 1,0 mL min™. Eluicdo: A=H,O, B=MeOH, ambos com HCOOH

0,1%. Sistema de eluicao gradiente linear 10-30% de B em 3,0 min
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Figura 49. Analise por UHPLC-PDA do extrato EtOH 70% das folhas de
Machaerium hirtum. Coluna Thermo Scientific® Hypersil Gold RP-18 (50 x
2,2mm i.d.; 1.9um), UHPLC (Thermo Scientific®), fluxo 1,0 mL min™. Eluic&o:
A=H,0, B=MeOH, ambos com HCOOH 0,1%. Sistema de eluicdo gradiente
linear 5-30% de B em 4,0 min.

Pode-se observar que as condi¢des utilizadas diminuiram o tempo total
de analise do extrato EtOH 70% em 10 vezes em relacdo aquele obtido pela
analise por HPLC-PDA (Figura 6). O ultimo pico eluiu em 3,20 min enquanto
gue o ultimo pico do cromatograma da figura 5 eluiu em 33,0 min.

Em seguida, cada pico foi identificado por meio de co-injecdo das
substancias isoladas anteriormente em dois sistemas de eluicdo distintos
(SNYDER et al., 1997). Os picos foram identificados como 1 — saponarina
(Mh2); *isoorientina (Mh6) (n&o detectada em HPLC); 2 — isovitexina (Mh5); 3 —
swertisina (Mh1) em mistura. O pico correspondente a isoorientina ndo foi
detectado anteriormente na analise do EtOH 70% em sistema HPLC-PDA
(Figura 6).

O método proposto foi aplicado para a quantificagdo de flavonas

presentes no extrato hidroalcodlico das folhas de M. hirtum usando o mesmo
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procedimento de clean-up por SPE adotado na construcdo do perfil
cromatografico descrito na pagina 29. A quantificacdo das flavonas presentes
no extrato foi realizada em termos das agliconas das quais sdo derivadas. O
comprimento de onda estabelecido para essa determinagéo foi A = 365 nm, o
gual é seletivo para esse tipo de flavonoides (CROZIER et al., 1997). Para isso,
utilizou-se o método de padronizacdo externa, que consistiu na construcéao de
duas curvas analiticas com padrdes certificados de apigenina e luteolina. Essas
curvas foram obtidas através de sete diluicbes da solucdo estoque (1000 ug
mL™) no intervalo de concentracédo de 10 a 200 ug mL™. As diluicées foram
realizadas em H,O/MeOH (1:1, v/v) e injetadas em triplicata no UHPLC-PDA.
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Figura 50. Curva analitica da Apigenina
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Figura 51. Curva analitica da Luteolina
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As curvas analiticas (Figuras 50 e 51) apresentaram boa linearidade no
intervalo de concentracdo estudado e coeficientes de correlacdo (r%) com
valores superiores a 0,999, o que indica que ha uma boa correlacdo entre as
areas e as concentracdes estudadas.

O limite de detecc¢éo (LOD) foi determinado como o sinal equivalente a

3,3 vezes o valor entre a razdo do coeficiente linear (a) pelo coeficiente angular
(b) (3,3 x %) obtidos pela equagdo da reta da curva analitica de calibracdo. O
limite de quantificacdo (LOQ) foi dado como 10 vezes o valor desta razao
(10 x %) (RIBANI et al., 2004). Usando esta relagdo, foram obtidos para a

apigenina LOD de 0,007 mg/mL e LOQ de 0,022 mg/mL, e para a luteolina
LOD de 0,003 mg/mL e LOQ de 0,008 mg/mL (Tabela 8).

Tabela 8. Dados de calibracdo dos padrdes de Apigenina e Luteolina. (a) —
coeficiente linear; (b) — coeficiente angular; r* — coeficiente de correlacdo
(*PLAZONIC et al., 2009)

Faixa
. . LOD LOQ  LOD*  LOQ*
Padrdo  (a b r’ Linear
(@) (b) (l"g/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)

Apigenina 4175,19 1852,56 0,9997 5-200 0,007 0,022 0,001 0,002

Luteolina 2369,3 2808,41 0,9995 5-200 0,003 0,008 0,001 0,003

Os LODs e LOQs obtidos para a apigenina e luteolina no método
desenvolvido por UHPLC-PDA s&o mais altos do que aqueles reportados na
literatura usando HPLC-PDA (PLAZONIC et al., 2009). Contudo, o tempo de
analise por UHPLC (~3,20 min) é cerca de 10 vezes menor do que aquele
obtido usando HPLC (~ 33 min). Esses resultados indicam, ao mesmo tempo,
a necessidade de se aperfeicoar o método desenvolvido por UHPLC, mas sua
grande potencialidade para a analise de extratos vegetais candidatos a serem
usados como fitoterapicos.

A partir das curvas analiticas foi possivel a quantificacdo das flavonas
identificadas no perfil cromatogréfico do extrato bruto de M. hirtum (Tabela 9).
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Tabela 9. Concentracfes das flavonas encontradas nas folhas de M. hirtum

A [flavona] + DP [flavona] + DP
Substancia (Mg mL™Y) (mg g de extrato) Curva
Saponarina 52+3 8,7+0,5 Apigenina
Isoorientina 9+3 15+0,5 Luteolina
Isovitexina 39+3 6,4+0,5 Apigenina

A isoorientina, Mh6, foi a que apresentou os maiores DPs, pois
encontra-se abaixo do limite de quantificacdo (LOQ). A saponarina Mh2 e a
isovitexina Mh5 foram satisfatoriamente quantificadas.

A saponarina Mh2 apresentou participacdo expressiva no extrato bruto
(~0,87%), e € comparavel a plantas medicinais ja utilizadas. Por exemplo,
Dianthus versicolor FISCH (Cariofilaceae) é uma planta medicinal tradicional da
Mongodlia utilizada contra insuficiéncia hepatica, cuja atividade esta relacionada
a presenca de flavondides C-glicosilados. Ela apresenta teores entre 0,41-
3,30% de saponarina em seu extrato dependendo de local e época de coleta
(OBMANN et al., 2011). Entretanto as quantidades encontradas das
substancias presentes no perfil ndo podem ser relacionadas as atividades
relatadas pela populacdo. Ensaios de atividade biolégicas estdo sendo
realizados para a identificagdo das atividades que o extrato EtOH 70% de M.

hirtum possa apresentar.

Consideragdes finais

O rendimento do extrato € de grande importancia, pois indica a
viabilidade de a planta de se tornar um fitoterapico. Uma planta seca apés
extracao e filtracdo fornece um extrato liquido que, se levado a residuo por
evaporacao, fornece uma quantidade de material sélido (sem adicdo de
excipientes) na propor¢ao de cerca de 30%, havendo casos em que a variacao
vai de 5-50% segundo solubilidade dos seus metabdlitos (GREGORIO et al.,
2006) A planta em estudo apresentou um rendimento significativo (17%), sendo

promissora para a finalidade desejada.
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Os flavondides possuem diversos efeitos bioldégicos documentados.
Dentre eles, pode-se se citar o antiinflamatoério, antialérgico, antimicrobiano,
hepatoprotetor, antiviral, antitrombotico, cardioprotetor, fortalecimento capilar,
antidiabético, anticarcinogénica e efeito antineoplasico, entre outros
(KANADASWAMI et al, 2005). Os efeitos terapéuticos de muitos
medicamentos tradicionais podem estar relacionados, em muitos casos a
presenca destes polifendis. Por exemplo, uma grande variedade de atividades
farmacoldgicas tém sido relatadas para essas substancias, incluindo antivirais,
antialérgicos, antiplaguetarios, antiestrogénicos, anticancerogénicos,
propriedades  antiinflamatérias,  antiproliferativas, = antiangiogénicas e
antioxidantes, e sua ingestdo geralmente nao produz ou produz pouca
toxicidade. Flavonoides também foram relatados pela sua acdo no trato
gastrointestinal, tendo  propriedade  antiespasméddica, antisecretora,
antidiarréica e antiulcerosa (MOTA et al., 2009)

A propriedade mais descrita de quase todos os grupos de flavondides
€ sua capacidade de agir como antioxidantes. As flavonas e as catequinas
parecem ser os flavondides mais poderosos para proteger o corpo contra
espécies reativas de oxigénio (NIJVELDT et al., 2001). Quanto a
relagdo estrutura-atividade, estudos de flavondides tém mostrado que a
estrutura o-dihidroxi do anel B e a ligacdo dupla 2,3 em conjugacédo com a
funcdo 4-oxo no anel C (como nas flavonas) sdo essenciais para a efetiva
atividade antioxidante. Um grupo hidroxila adicional no anel B aumenta a
atividade antioxidante (PANNALA et al., 2001).

Outra atividade atribuida aos flavonoides é sua acao antitumoral.

Os flavondides atuam em diversas atividades no que diz respeito a
prevencdo e ao combate ao cancer. Significativamente, a maior parte da
atividade dos flavondides parece ter impacto sobre leucdcitos do sangue e
células endoteliais microvasculares (MANTHEY et al., 2001). Portanto, ndo é
surpreendente que duas das principais areas de pesquisa sobre as acfes
biologicas de flavonoides tém sido inflamacéo e cancer.

Os compostos isolados sdo flavondides C-glicosilados, os quais sao
estaveis a hidrélise (BRAZIER-HICKS et al., 2009). Esta caracteristica € de

suma importancia, pois a estabilidade do extrato viabiliza a produ¢cdo de um
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fitoterapico, ja que o mesmo deve manter sua composi¢cao quimica durante o
armazenamento. O extrato EtOH 70% de Machaerium hirtum possui
flavonoides C-glicosilados e estas substancias apresentam diversas atividades
bioldgicas ja mencionadas na literatura.

O método desenvolvido para a padronizacdo do extrato mostrou-se
eficaz para o controle da composicdo quimica do extrato de Machaerium
hirtum. Entretanto pode ser melhorado a fim de se quantificar todas as
substéancias identificadas no perfil cromatogréafico. A otimizacdo em UHPLC &
uma técnica relativamente recente e que tem apresentado resultados
promissores, devido a reducéo no tempo de andlise e a melhor separacdo de

substancias durante a corrida cromatografica.
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