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Resumo

As plantas medicinais utilizadas no tratamento de diversas doengas sao fontes
de uma infinidade de novas moléculas de interesse para a humanidade. Este
trabalho investigou a composicdo quimica das partes aéreas do cha e do
extrato metandlico de Indigofera hirsuta (Fabaceae), popularmente conhecida
como “anileira” e encontrada no Cerrado brasileiro. O chéa foi fracionado por
cromatografia de permeacdo em gel e cromatografia liquida de média presséo,
tendo-se isolado: kaempferol, acido protocatecuico, kaempferol-3-O-B-D-
glucopiranosideo, triptofano e uracila. O extrato metandlico foi fracionado por
cromatografia liquida de alta pressao, que possibilitou o isolamento de: acido
galico, galato de metila, rutina e kaempferol-3-O-B-D-glucopiranosideo. As
substancias foram identificadas por técnicas espectroscopicas (UV, IV e RMN)
e as estruturas confirmadas pelo uso da técnica acoplada de HPLC-DAD-ESI-
MS. O chd, extrato metandlico e as substancias isoladas foram avaliados
guanto a atividade antioxidante, utilizando-se DPPH. O extrato metandlico
apresentou significativa atividade antioxidante, enquanto que o ch& néo
apresentou atividade antioxidante consideravel, quando comparados com o
padrédo acido galico. Das substéancias isoladas, o galato de metila apresentou a
maior atividade antioxidante. O cha de I. hirsuta foi também avaliado quanto a
atividade gastroprotetora em lesbes induzida por etanol absoluto em 3
diferentes doses: 125 mg.Kg™, 250 mg.Kg™t e 500 mg.Kg™’, sendo a menor
dose a que apresentou melhor efeito. Contudo, o cha de Indigofera hirsuta ndo

apresentou atividade gastroprotetora.

Palavras-chave: Indigofera hirsuta. Cha. Flavonoides. Fabaceae.
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Abstract

Medicinal plants used in the treatment of various diseases and are source of
many new molecules. This work investigates the chemical composition of the
aerial parts of the infusion and methanol extract of Indigofera hirsuta
(Fabaceae), popularly known as “anileira” and found in the Brazilian Cerrado.
The infusion was fractionated by gel permeation chromatography and medium
pressure liquid chromatography, it was possible to isolate kaempferol,
protocatecuic acid, kaempferol-3-O--D-glucopyranoside, tryptophan and uracil.
The methanol extract was fractionated by high pressure liquid chromatography,
which allowed the isolation of gallic acid, methyl gallate, rutin and kaempferol-3-
O-B-D-glucopyranoside. The substances were identified by spectroscopic
techniques (UV, IR and NMR) and confirmed by the use of HPLC-DAD-ESI-MS
coupling. The infusion, methanol extract and isolated compounds were
evaluated for their antioxidant activity using DPPH. The methanol extract
showed significant antioxidant activity, while the tea did not show significant
antioxidant activity, when compared to gallic acid. Among the isolated
substances methyl gallate presented the highest antioxidant activity. The I.
hirsuta was also evaluated for its gastroprotective activity in lesions induced by
absolute ethanol in 3 different doses (125 mg.Kg™, 250 mg.Kg™* and 500 mg.Kg"
1. The lowest dose showed the best effect. However, the infusion not active

gastroprotective.

Keywords: Indigofera hirsuta. Tea. Flavonoids. Fabaceae.
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1 Introducao

1.1 Plantas Medicinais e Fitoterapicos

O uso de plantas no tratamento de doencgas conhecido como fitoterapia
€ milenar. A fitoterapia, palavra de origem grega [fhtoi (planta) + gerapa
(tratamento)] (MIGUEL; MIGUEL, 2004), surgiu do continuo uso de plantas
partindo-se de conhecimentos empiricos baseados na observacdo da natureza
e no comportamento dos animais, sendo essas informagdes acumuladas no
decorrer do tempo e transmitidas de geracdo a geracdo e utilizadas pelas
comunidades (DI STASI, 1996).

O conhecimento popular sobre o uso de plantas é de extrema
importancia no sentido de orientar a busca por substancias ativas que daréo
origem a novos medicamentos. O Brasil apresenta um grande potencial
fitoterdpico, pois além da extensa biodiversidade ha ainda uma herancga cultural
de grande relevancia devido influéncia de diversas popula¢gdes (indigena,
europeia, africana) que dispdem de amplo conhecimento sobre as plantas,

sendo a populacao brasileira privilegiada nesse sentido (VIEIRA, 2007).

As plantas medicinas utilizadas em todos os continentes principalmente
nos paises em desenvolvimento apresentam uma grande importancia
econdbmica, uma vez que parte significativa da populagédo tem acesso limitado
aos medicamentos industrializados (AGRA et al., 2008). Segundo a
Organizagdo Mundial de Saude 65 a 80% da populagcdo mundial utilizam
plantas com finalidades terapéuticas mesmo com o desenvolvimento da
industria farmacéutica e o surgimento de novos medicamentos sintéticos (ILHA
et al., 2008). Logo, percebemos uma crescente utilizacdo de plantas no
tratamento de diversos males (MIGUEL; MIGUEL, 2004).

Muitos dos beneficios proporcionados pelas plantas devem-se a
substancias com propriedades antioxidantes, principalmente compostos
fendlicos, como por exemplo os flavonoides encontrados em inimeras plantas
(SULTANA; ANWAR, 2008). Esses compostos protegem o organismo de
reacOes oxidativas que podem causar uma série de doengcas como problemas
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do coracdo e céancer, portanto, € de extrema importancia conhecer a origem

desses antioxidantes naturais (LI et al., 2008).

Porém, existe a preocupacao com o uso inadequado dessas plantas que
por diversas vezes pode apresentar algum grau de toxicidade, como o caso do
confrei (Symphytum officinalis), que durante muito tempo era utilizado no
combate a diversos problemas de saude, inclusive o cancer, e que apos estudo
guimico e toxicolégico descobriu-se que continha substancias (alcaloides)
extremamente toxicas para o figado, o que levou a proibicdo de seu uso interno
(VILEGAS; CARDOSO, 2007), ou como, por exemplo, o cha das folhas de
graviola (Anona muricata L.) que pode provocar problemas no pancreas,
podendo causar a diabete (VIEIRA,1992).

Sendo assim, é de extrema importancia o conhecimento da composi¢ao
guimica e da atividade farmacologica dessas plantas para que se possa
estabelecer critérios e metodologias de andlise, controle de qualidade e

preparo de formulacdes fitoterapicas.

Devido ao crescimento do uso dos fitoterapicos surgiu a necessidade de
padronizacao desses medicamentos originarios de plantas, sendo necessario o
conhecimento prévio dos principios ativos presente nas formulagbes
fitoterapicas. Para tanto a Legislacdo de Fitoterapicos vem sendo reformulada
desde a primeira edicdo da Farmacopeia Brasileira (1929). Atualmente a
resolucado da ANVISA RDC n° 48 de 16 de marco de 2004 estabelece algumas
definicdes dentre elas a de “fitoterapico: medicamento obtido empregando-se
exclusivamente matérias primas ativas vegetais. E caracterizado pelo
conhecimento e eficacia e dos riscos de seu uso, assim como pela
reprodutibilidade e constancia de sua qualidade. Sua eficacia e seguranca sao
avaliadas através de levantamentos etnofarmacologicos de utilizacéo,
documentacbes tecno-cientificas em publicagbes ou ensaios clinicos fase 3.
N&o se considera medicamento fitoterapico aquele que, na sua composicao,
inclua substancias ativas isoladas, de qualquer origem, nem as associacdes
destas com extratos vegetais”. Além disso, esse fitoterapico deve ser registrado

e possuir uma série de documentos contendo as informacdes necessarias para
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assegurar sua qualidade e evitar resultados indesejaveis (VILEGAS;
CARDOSO, 2007).

As plantas medicinais sao frequentemente consumidas pela populacéo
na forma de chas medicinais (WANG; PROVAN; HELLIWELL, 2000), portanto,

0 estudo quimico e farmacoldgico de chas medicinais € de grande relevancia.

1.2 Chas Medicinais

Chas medicinais s&o consumidos mundialmente, principalmente na
india, China, Japdo e Indonésia, a eles sdo atribuidas propriedades
antioxidante e anticarcinogénica. O primeiro a ser consumido como cha
medicinal foi o cha das folhas de Camellia sinensis, (WANG; PROVAN;
HELLIWELL, 2000).

Os chas medicinais sdo classificados em 3 tipos (de acordo com
tratamento realizados com as folhas): Verde (as folhas sdo apenas secas
imediatamente apdés colheita, evitando, assim, a fermentacao); Preto (as folhas
sofrem um processo de fermentacdo em tanques fechados, depois elas sdo
aguecidas e desidratadas); Oolong (as folhas s&o secas apds a colheita,
depois sao levadas ao processo de fermentagéo, porém, este € interrompido no
inicio) (WANG; PROVAN; HELLIWELL, 2000).

Diferentes classes de produtos naturais foram encontradas em chas:
alcaloides, compostos volateis, polifenois (flavanoides e seus glicosideos,
acidos fendlicos e ésteres, acidos clorogénicos, teaflavinas, tearubiginas),
pigmentos ndo fendlicos, aminoacidos, metais e vitaminas (FINGER; KURH,;
ENGELHARDT, 1992).

Estudos de chas verdes e chas pretos demonstraram que estes
apresentam propriedades anticarcinogénica (WEISBURGER et al., 1996). Os
mesmos autores atribuem estas propriedades a polifendis identificados nestes
tipos de chas: para o cha verde epigalocatequinas, enquanto que no cha preto

foram identificadas teaflavinas e tearubinas.



Dissertacéo — Adriana Candido da Silva Moura

Price, Rhodes e Barnes (1998) avaliou a distribuicdo de flavonoides
glicosilados em onze tipos de chas, concluindo que os derivados glicosilados
da quercetina sdo encontrados em maior quantidade em todos os tipos de
chas, seguidos pelos derivados glicosilados do kaempferol e por ultimo dos
derivados glicosilados da miricetina. As agliconas existem em menor

guantidade em todos os tipos de chas analisados.

Estudos realizados com o cha de espécies de Indigofera demonstraram
gque este apresenta atividade antitumoral (VIEIRA et al., 2006), antimicrobiana
(LEITE et al., 2006) e embriotoxica (LEITE et al., 2004).

1.3 Indigofera (Fabaceae)

Para a familia Fabaceae (Leguminosae) estdo descritos
aproximadamente 482 géneros e cerca de 12000 espécies de ampla
distribuicdo nas regides temperadas e tropicais. Os principais géneros estéo
distribuidos em 31 subfamilias, das quais pode-se citar Indigofereae, que
possui espécies de Indigofera com importancia medicinal (DI STASI; HIRUMA-
LIMA, 2002).

O género Indigofera apresenta cerca de 700 espécies herbaceas e
arbustivas que ocorrem nas regides tropicais e subtropicais, principalmente na
Africa, ocorrendo na Austrélia, Argentina, China, india, Panama, sudeste
asiatico e Tailandia. No Brasil foram identificadas 11 espécies, sendo algumas
delas amplamente distribuidas no estado de Sédo Paulo (MOREIRA; AZEVEDO
TOZI, 1997; BARROS; TEIXEIRA, 2008).

Vérias espécies deste género ja foram estudadas quimica e
farmacologicamente, sendo encontrados como metabolitos &cidos fendlicos,
flavonoides, alcaloides, nitrocompostos (CALVO, 2007), e apresentaram
diversas atividades farmacologicas (Tab. 1) (CALVO, 2007; BARROS;
TEIXEIRA, 2008).
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Tabela 1. Estudos de algumas espécies de Indigofera descritos na literatura (CALVO, 2007).

Espécie

Sustancia

Atividade Faramacoldgica

I. aspalathoides

Indigocarpana, mucronulatol, flavona
glicosilada

anti-inflamatéria, hepatoprotecdo, antitumoral,
anti-hipoglicemiante

. dendroides

gastrointestinal

. daleoides

antidiarreica

. endecaphylla

3-nitropropionato, 3-nitropropionato de
etila, &cido 3-

antiparasitaria para plantas, toxica

nitropropanéico, acido  succinico,
metilglucopiranosideo
. hartwegii indicana, apigenina, rutina, | antiespasmadica
hesperidina
. hirsuta kaempferol 3,5-digalactosideo antiparasitaria para plantas
. lespedezioides antiulcerogénica
. microcarpa taninos, flavanonas, esteroides, | antimicrobiana
terpendides,saponinas, 2-aril-3-
metilbenzofuranos, 2-(2'-hidroxi-4'-
metoxifenil)-3-metil-6-
metoxibenzofurano, 2-(2'-hidroxi-4'-
metoxifenil)-3-metil-5,6-
dioximetilenebenzofurano
. pulchra antiofidica

. suffruticosa

indigo, pinitol, sitosterol e
louisfieserone, glicosideos do acido 3-
nitropropandico

antioxidante e antiulcerogénica, antitumoral,
anti-inflamatoria, embriotoxicidade,
antimicrobiana, antiparasitaria para plantas,
téxica, estimulante do sistema nervoso

central,

. tinctoria flavondides glicosilados e anti-hipoglicemiante, hepatoprotecéo,
furano-flavonéides, rotendides, | antiparasitaria para plantas, antiparasitaria
histamina para seres humanos

. truxillensis antioxidante e antiulcerogénica, antiparasitaria

para plantas
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Indigofera hirsuta (Fig. 1) (anileiro) é classificada como subarbusto, que
ocorre predominantemente em Cerrado. Existe em diversos Estados brasileiros
sendo amplamente distribuida no Estado de S&o Paulo (MOREIRA; AZEVEDO
TOZI, 1997). Existem poucos estudos de Indigofera hirsuta na literatura (Tab.
1).

Figura 1. Indigofera hirsuta

A) Fonte: disponivel em: http://florabase.dec.wa.gov.au/browse/photo/3978

acesso em 02 fev. 2009.
B) B) Aspecto do ramo (MOREIRA; AZEVEDO TOZI, 1997).
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1.4 O Cerrado brasileiro

O Cerrado brasileiro (Fig. 2) ocupa 25% do territério nacional,
principalmente a regido central, uma area de 200 milhdes de hectares. E o
segundo maior bioma brasileiro contendo cerca de 56 mil espécies vegetais
(MIRANDA, 2006). Ainda ndo completamente conhecida, a flora do cerrado é
riquissima, as principais familias encontradas sao: Leguminosae (Mimosaceae,
Fabaceae, Caesalpiniaceae), Popaceae e Asteraceae. O bioma Cerrado
caracteriza-se por ter flora e fauna heterogéneos devido a sua localizag&o, pois
tem fronteiras com os outros biomas brasileiros (Cerrado brasileiro, disponivel

em www.portalbrasil.net/cerrado.html).

Figura 2. Mapa do Cerrado brasileiro. (disponivel em:
<http://www.portalsaofrancisco.com.br/alfa/meio-ambiente-cerrado/cerrado-

brasileiro-2.php> acesso em jan/2010).

30
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1.5 Flavonoides

Flavonoide € o nome dado a um grande grupo de moléculas ou
fitonutrientes. S&o polifendis de baixo peso molecular, encontrados em diversas
plantas, sendo responsaveis pela coloracdo das flores (DI STASI, 1996;
HARBONE, 1996). Representam um dos grupos fendélicos mais importantes e
diversificados entre os produtos de origem natural. Essa classe de metabdlitos
secundarios é amplamente distribuida no reino vegetal (COUTINHO;
MUZITANO; COSTA, 2009).

O esqueleto carbbnico basico (Ce-C3-Cg), biossintetizado a partir das
vias do acido chiquimico e acido acético (Fig. 3), pode apresentar variacdes
atribuidas ao nivel de oxidacdo, sendo estas promovidas por reacbes de
alquilacao, glicosilacdo ou oligomerizacado, diversificando a estrutura dos
flavonoides (TAHARA, 2007).

Figura 3. Esquema geral simplificado de formagdo do flavonol quercetina
(DEWICK, 1997).

Quercetina e Kaempferol — flavonois amplamente distribuidos pelo reino
vegetal — apresentam significativa acdo anti-inflamatéria (KIM, 2004),

antioxidante, antitumoral, antiviral, entre outras. Além destes, existem outros
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flavonoides que apresentam diversas atividades biologicas (Fig. 4)
(COUTINHO; MUZITANO; COSTA, 2009).

Figura 4. Flavondis com atividades biolégicas (COUTINHO; MUZITANO;
COSTA, 2009).

Flavonoides como a rutina, narigenina, quercetina, kaempferol e
luteolina destacam-se por apresentarem atividade antiulcerogénica (MIRANDA,
2006).

Sao descritos na literatura diversos derivados do kaempferol e da
quercetina para |. truxillensis e I. suffruticosa, 0s quais possuem atividade
mutagénica (CALVO et al., 2009).
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2 Objetivos

Os objetivos deste trabalho foram:

2.1 Objetivo Geral

» Contribuir para o uso sustentavel do bioma do Estado de S&o Paulo.

2.2 Objetivos Especificos

» Estudar a composicdo quimica do cha e do extrato metandlico das
partes aéreas de Indigofera hirsuta;
» Dar continuidade ao estudo integrado quimico-farmacologico de

plantas medicinais.

33
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Estruturas das substancias isoladas das partes aéreas de Indigofera hirsuta.

34
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3 Materiais e equipamentos

Solventes: Acetato de etila, butanol e metanol (Synthlab®) grau
PA, agua Milli-Q (Millipore®), metanol (Baker®) grau HPLC e
dimetil sulféxido hexadeuterado (DMSO-dg) (Sigma Aldrich®),
Acido trifluoroacético (TFA) (Mallinckrodt®).

Balancas: balanca analitica (Marte®, AL 200) com capacidade
para 200g e precisdao de 0,001g para pesagem das fracOes e
balanca (Quimis®, BG 4000) com capacidade para 4.040g e
precisao de 0,01g para pesagem dos extratos.

Estufa Quimis®.

Filtro com membrana de PTFE (politetrafluoretileno, teflon®,
Millipore®) com poro de 0,45 e 0,20 um para preparo de amostras
para analise por HPLC.

Centrifuga: Centrifuga (CELM®, COMBATE, a 2500 rpm)
Liofilizador (Savant®, com bomba VLP200).

Evaporador rotativo (Heidolph®, Laborota 4001 - efficient)

equipado com bomba & vacuo (Heidolph®, Rotavac valve control).

Os procedimentos cromatograficos foram realizados em:

Placas preparadas de silica gel 60 (Merck®) (20 x 20 cm x 0,2

mm).

Reveladores: - Luz UV (254-366 nm) (Chromatovue®);
- Anisaldeido/H,SO,4 (WAGNER; BLAT; ZGAINSKY,
1984): 0,85 mL de anisaldeido; 85 mL de MeOH,;
10,0 mL de acido acético e 5 mL de HySOy;
- NP/PEG (especifico para flavonoides) (WAGNER
et al., 1984): 100 mg de defenilaminoborato (NP);
500 mg de polietilenoglicol 2000 (PEG) e 20,0 mL de
MeOH.

Colunas de vidro preenchidas com Sephadex LH-20 (70 cm x 3,0

cm d.i.) e (30 cm x 3,0 cm d.i) acopladas a uma bomba peristéltica
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modelo P1 18-1110-91 (Pharmacia®) e a um coletor automatico
Redifrac (Pharmacia®);

Cromatografo Liquido de Média Performace Buichi Pump Manager
C-615.

Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia (analitico) modelo PU-
2089 (Jasco®), acoplado a um detector de arranjo de foto diodos
com faixa de varredura de 195-650 nm e intervalo minimo de 1
nm, modelo MD-20140 (Jasco®), com coluna de fase reversa
RP18 imobilizadas com octadecilsilano, modelo Luna 2
(Phenomenex®) (250 x 4,6 mm d.i.) com particulas de tamanho
médio de 5 ym e softwares Star Chromatography Workstation
versdo 5.31 (Varian®) e EZChrom Elite Client/Server verséo 3.1.7
(Chromatec®) para o processamento dos dados cromatogréficos;
Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia (semi-preparativo)
modelo ProStar 210/330 (Varian®) acoplado a um detector de
arranjo de foto diodos, com coluna de fase reversa RP18
imobilizadas com octadecilsilano, modelo Luna 2 (Phenomenex®)
(250 x 10,0 mm d.i.) com particulas de tamanho médio de 10 um.
Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia (semi-preparativo)
(Knauer®), acoplado a um detector de indice de refracéo,
Smartline Rl Detector 2300/2400 (Knauer®) com coluna de fase
reversa C18 (Phenomenex®) (250 x 10 mm d.i.) com particula de

tamanho médio de 10 um.

Os dados espectroscopicos e espectrométricos para determinagéo

estrutural das substéncias forma obtidos dos equipamentos:

Espectrdmetro de Ressonancia Magnética Nuclear de 11,7 T
(Varian® INOVA), operando a 500 MHz para 'H e 125 MHz para
13C. O TMS foi usado como padréo interno para determinagéo dos
deslocamentos quimicos;

Espectrometro de Ressonancia Magnética Nuclear (Varian®
INOVA), operando a 300 MHz para *H e 75 MHz para **C.
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Espectrometro de Ressonancia Magnética Nuclear (Bruker®),
operando a 200 MHz para *H e 50 MHz para **C.
Espectrofotdmetro de Infravermelho Jasco®, modelo FT/IR —
4100;

Espectrofotdbmetro de  Ultraviloeta/Visivel (Hach®), modelo
DR/4000 U;

Espectrometro de massas de alta resolugdo (EM-ESI-QTOF)
(FCF-USP-RP) ultrOTOFQ-ESI-TOF Bruker Daltonics® (Billerica,
MA — USA); acoplado ao Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia
Shimadzu® com detector de arranjo de foto diodos, com coluna de
fase reversa C18 Shimadzu® (250 x 10,0 mm d.i.) com particulas
de tamanho médio de 5 pm.

Polarimetro Jasco®, modelo P-1020.
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4 Desenvolvimento, resultados e discussoes

4.1 Coleta do Material Vegetal e preparo dos extratos

As partes aéreas (galhos, folhas e sementes) de Indigofera hirsuta foram
coletadas em dezembro de 2007 no Estado do Tocantins pelo Dr. Eduardo R.
Santos (exsicata numero 389 depositada no herbario da Universidade Federal
do Tocantins (UFT)) e identificadas pelo Prof. Dr. Jorge Y. Tamashiro. As
partes aéreas foram secas em estufa (40 °C), depois trituradas em moinho de
facas resultando um pd6. Uma porcao (400 g) do p6 foi submetida a extracdo
por infusdo, sendo adicionado 4L de agua fervente, o recipiente mantido
fechado em repouso por 24 horas. Em seguida, a solucao foi filtrada a pressao
reduzida, o residuo solido descartado e o infuso armazenado a uma
temperatura de 10°C ocorrendo a formacgédo de um precipitado amarelo, o qual

foi separado por centrifugacéo.

O precipitado foi inicialmente solubilizado em MeOH e depois seco em ar
comprimido sendo obtido 1,079 g. O sobrenadante foi concentrado em
evaporador rotativo e liofilizado, sendo obtido 99 g de extrato aquoso. Além do
cha (extrato aquoso e precipitado amarelo) foi obtido o extrato metandlico

(EMeOH) de Indigofera hirsuta por percolacéo (Flux. 1).
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Partes aéreas
del. hirsuta

-Secagem em estufa 40°C
- Trituracdo em moinho de facas

P6 das partes
aéreas de I. hirsuta
(200 9)

Sélido

(Descartado)

- Extrag&o exaustiva por percolagdo (MeOH)
- Concentragédo em rota-evaporador
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aéreas de |. hirsuta
(4009)

Solido
(Descartado)

Infuséo

- Precipitacéo
- Centrifugagéo

Precipitado
amarelo soluvel
em MeOH

Precipitado
amarelo

(119)

- Secagem (ar comprimido)

Solugao
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evaporador

Extrato aquoso
(99,0 9)

Fluxograma. 1. Preparacao dos extratos de Indigofera hirsuta.

- Liofilizac&o

39

- Extragdo por infusao (4 L de agua fervente; 24 h)
- Filtragdo a presséao reduzida

- Armazenamento (10°C)

- Concentragdo em rota-
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4.2 Caracterizacao dos extratos por HPLC- DAD

A caracterizacdo de extratos polares por HPLC-DAD € muito utilizada
em nosso laboratorio, pois permite sugerir a presenca de determinadas classes
de substancias ou mesmo a identificacdo destas nos extratos através da
comparacdo com padrdes conhecidos, comercias ou j& isolados pelo grupo de
pesquisa. Sao comparados dois fatores: o tempo de retencgao (t;) e o espectro

de absorcao no UV.

Os trés extratos obtidos (Extrato aquoso, Precipitado amarelo e EMeOH)
foram submetidos a clean-up com cartucho de Cjg, solubilizados em
MeOH/H,O (5:95, viv) (20 mg.mL™%), filtrados em membrana PTFE
(politetrafluoretileno) e caracterizados por HPLC- DAD (Jasco®) (Coluna
Phenomenex® Luna Cig 5 um (250 X 4,60 mm), 254 nm, 1 mL.min™, Modo
Gradiente: Solvente A: H,O acidificado com 0,05 % de TFA, Solvente B: MeOH
acidificado com 0,05 % de TFA, 5% B — 100% B (60 min)).

Os cromatogramas obtidos estdo representados na Fig. 5. A Tab. 2
apresenta 0os A de absorcdo méxima dos picos majoritarios dos

cromatogramas.

Para o precipitado amarelo (Fig. 5 (A)) e para o EMeOH (Fig. 5 (C))
foram observados picos com espectros no UV caracteristicos de flavonoides,
com bandas de absorcdo entre 250 e 270 nm (Banda Il) e entre 345 e 370 nm
(Banda 1) (MABRY; MARKHAM; THOMAS, 1970). Estes picos apresentaram
tempo de retencdo maior que 30 min. Além destes, outros picos com menor t,
foram observados (entre 10 e 20 min); estes apresentaram espectros de
absorcdo no UV com banda em 273 nm sugerindo a presenca de derivados de
acidos fendlicos (RINALDO, 2007).

No extrato aquoso (Fig. 5 (B)) observamos a predominancia de picos
com menor t; (entre 4 e 30 min), e seus espectros no UV apresentaram bandas
de absorcdo entre 250 e 280 nm. A auséncia de picos com espectros de
absorcéo no UV caracteristicos de flavonoides nesse extrato (foi observado um

anico pico de pequena inetensidade em 34,69 min) evidenciou que estes foram
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separados na etapa de centrifugacdo da infusdo durante a obtencdo dos
extratos, ficando estas substancias presentes no Precipitado amarelo (Flux. 1;
Fig. 5 (A)). Evidenciou também a baixa solubiladade dos flavonoides em H,O

guando armazeandos em baixas temperaturas.

Outra caracteristica observada nesse A analisado € o fato de que no
extrato aquoso a intensidade de absorcdo dos picos é da ordem de 125 mAu
enguanto que no EMeOH é da ordem de 800 mAu. Esse fato sugere que ha
uma menor concentracdo dos metabdlitos no extrato aquoso quando
comparado ao EMeOH, pois ambos foram preprarados na mesma
concentracdo (20 mg.mL™). Por outro lado, no cromatograma do extrato

aguoso observamos uma maior quantidade de picos, sugerindo a existéncia de

maior quantidade de metabolitos nesse extrato.
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Figura 5. Cromatogramas dos extratos de |. hirsuta e espectros de absorcao
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EMeOH.
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Tabela 2. Tempo de retencao e Amaximos de absorcéo das substancias presentes

nos extratos analisados.

Precipitado amarelo Extrato aquoso EMeOH
Tempo de Absorc¢éo Tempo de Absorc¢éo Tempo de
retencdo (min) (nm) retencdo (min) (nm) retencdo (min) Absorgao (nm)
15,14 260; 294 4,71 259 10,03 273
20,22 256 5,80 250 18,89 274
32,35 264; 355 7,30 267 31,74 258; 354
35,05 266; 348 10,28 272 34,48 265; 347
35,31 259; 355 19,18 278 35,77 266; 348
36,28 266; 350 20,26 256
38,98 303; 371 23,25 275
42,44 265; 367 26,68 280
34,69 266; 345
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4.3 Fracionamento dos extratos

4.3.1 Precipitado amarelo

Iniciou-se a separacdo cromatografica com o fracionamento por GPC do
precipitado amarelo. Para tanto, foi utilizada coluna de Sephadex LH-20 (30 cm
x 3,0 cm d.i.) e eluicdo com MeOH. Foram obtidas 20 fragdes, apds analise por
CCDC [placas de silica gel, eluidas em CHCI3/MeOH/n-PrOH/H,O (5:6:1:4,
viIviviv), fase organica], e revelacdo com solucdo de anisaldeido/H,SO,4). Uma
dessas fracdes apresentou a substancia pura Ihl, de R 0,83. Essa substancia
foi analisada por CCDC com o padrao de quercetina utilizando NP-PEG como
revelador (Fig. 6). Neste sistema [CHCIls/MeOH (9:1, v/v)] Ih1l apresentou Rs
0,47, enquanto que o padrdo de quercetina apresentou R 0,35. Portanto, lh1 é
menos polar que a quercetina (Fig. 6) (Flux. 2).

O

Figura 6. Analise comparativa por CCDC de Ihl com o padrdo quercetina.
[Silica gel; CHCIs/MeOH (9:1, viv)].

Outra fracdo obtida a partir do fracionamento por Sephadex LH-20 foi
purificada por HPLC [Coluna Phenomenex® Luna Cyg 10 pm (250 X 10 mm),
254 nm, 4,8 mL.min*, Modo Gradiente: Solvente A: H,O acidificado com 0,05
% de TFA, Solvente B: ACN acidificado com 0,05 % de TFA, 5% B — 10% B (30
min), 10% B — 100% B (50 min); 80 mg.mL™; injec6es de 80 pL], permitindo o

isolamento e a identificacdo de Ih2 (Flux. 2).
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Precipitado
amarelo

(1,19)

-GPC (coluna deSephadexLH-20
(30 cm x 3,0 cnd.i), MeOH)

Fracao 17 Fracao 18
il (80 mg)
(100 mg)
-HPLC
1h2
(10 mg)

Fluxograma 2. Fracionamento do precipitado amarelo.

Essas substancias (lhl e Ih2) purificadas foram injetadas no HPLC
(Jasco®) nas mesmas condicdes de caracterizacdo do Precipitado amarelo,
sendo analisados os espectros de absorcdo no UV juntamente com o t,
permitindo sua identificacdo no mesmo. Desse modo, concluimos que Ihl é a

substancia com t, de 42,44 min e |h2 com t, de 15, 14 min (Fig. 7).
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Figura 7. Cromatograma do precipitado amarelo e identificacdo de lIhl e Ih2 na

caracterizacao deste.
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4.3.2 Extrato aguoso

O extrato aquoso (100 mg) foi submetido a extracéo liquido-liquido com:
A) AcOEt e B) n-BuOH. Porém essas extracbes apresentaram baixo

rendimento, 5% e 17%, respectivamente (Fig. 8).

o]
\O__/'

_ | Rendimento 17% |

Figura. 8. Rendimento das extra¢c@es liquido-liquido com: A) AcOEt e B)
n-BuOH.

Sendo assim, solubilizamos o extrato (3 g) em 20 mL de MeOH e
fracionamos por GPC em coluna de Sephadex LH-20 (70 cm x 3,0 cm d.i.)
eluida com MeOH. Este procedimento resultou em 300 fracdes que foram
analisadas por CCDC |[placas de silica gel, eluidas em CHCIls/MeOH/n-
PrOH/H,0, (5:6:1:4, vi/vivlv), (fase organica) e revelacdo com solucdo de
anisaldeido/H,SO4] e reunidas em 7 grupos (Tab. 3). Esse fracionamento foi

repetido sete vezes.

Tabela 3. FracGes do extrato aquoso obtidas apos analise por CCDC, técnica
cromatografica de purificacdo e substancias isoladas.

Grupos Purificacéo Compostos obtidos

Fracdo A (1064 mg)

Fracdo B (1332 mg) MPLC

Fracdo C (1666 mg) MPLC

Fracéo D (241 mg) MPLC Ih4 e |h5
Fracéo E (73 mQ) MPLC
Fragéo F (54 mq) MPLC
Fracdo G (10 mg) Ih3
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A Fracdo G apresentou uma substancia de R; 0,64 e coloracéo

amarelada (Fig. 9), que apés analise por RMN foi identificada como 1h3.

Figura 9. CCDC da Fracao G.

A Fracdo D foi purificada por MPLC (Cig, 15 cm x 1,5 cm, eluicdo
gradiente H,O/MeOH; 2,5 mL.min™ ). As fracbes resultantes foram analisadas
por CCDC (placas de silica gel, eluidas com CHCIl3/MeOH/n-PrOH/H,0,
(5:6:1:4, viviviv) e revelacdo com solucdo de anisaldeido/H,SO,4) sendo
possivel observar a presenca de duas substancias isoladas 1h4 (R 0,28) e Ih5
(R¢ 0,58) (Fig. 10).

O
O

N

Figura 10. CCDC das fragcbes obtidas da purificacdo da Fracdo D por
MPLC.

Outras fracbes também foram purificadas por MPLC. Porém néo

obtivemos sucesso no isolamento e identificacdo de outras substancias.

As trés substancias isoladas do extrato aquoso foram analisadas por
HPLC nas mesmas condicbes de caracterizacdo desse extrato, permitindo

identificd-las no cromatograma da Fig. 11.
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4.3.3 Extrato metanolico

O EMeOH apresentou pequena quantidade de picos majoritarios
observados no cromatograma da Fig. 5. C). Sendo assim, a condicdo de
separacdo foi transformada para o modo semi-prepartivo (Coluna
Phenomenex® Luna Cig 10 pm (250 X 10,0 mm), 254 nm, 4 mL.min™, Modo
Gradiente: Solvente A: H,O acidificado com 0,05 % de TFA, Solvente B: MeOH
acidificado com 0,05 % de TFA, 10% B — 40% B (10 min), 40% B — 60% B (30
min), 60% B — 100% B (35 mim). Esse extrato foi fracionado em uma unica
etapa, sendo obtidos as seguintes substancias: |h6, Ih7, Ih8 e |Ih3. Estas foram

entdo identificadas na caracterizagédo do EMeOH (Fig. 12).
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Figura 12. Cromatograma do EMeOH e identificagéo de 1h3, Ih6, Ih7 e |h8 .

As substancias isoladas de Indigofera hirsuta (lhl a 1h8) foram
identificadas pelas analises realizadas por HPLC avaliando-se os tempos de
retencdo e absorcdo no UV (Tab. 4) no método descrito no item 4.2,

juntamente com as analises dos espectros de RMN, IV e EM.

Tabela 4. Avaliacdo dos tempos de retencéo e absorcdo no UV das

substancias isoladas de I. hirsuta.

Substancia Tempo de retencéao Absorcéao

(min) (nm)

Acido galico 10,0 273
Acido protocatecuico 14,9 260; 294

Galato de metila 18,8 274
Kaempferol 42,0 265; 367
Kaempferol-3-O-B3-D-glucopiranosideo 34,7 265; 347
Rutina 31,4 257, 356

Triptofano 18,7 278

Uracila 4.7 259
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4.4 Identificacao estrutural
4.4.1 Kaempferol (Ih1)

O espectro de absorgcédo na regido do UV dessa substancia apresentou
banda Il em 265 nm atribuida ao anel A e a banda | em 367 nm atribuida a
conjugacao dos anéis B e C, tipicas de flavonoides (MABRY; MARKHAM;
THOMAS, 1970) (Espectro 1).

— 42,44 Min
750 1 Lambda Max 750
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200 300 400
nm

Espectro 1. Espectro de absor¢édo no UV do kaempferol (Ih1).

O espectro vibracional na regido do IV da substancia lh1l (Espectro 2)
apresentou banda atribuida ao estiramento vo.y em 3317 cm™, banda de
estiramento vc=caromatico) €M 1607 cm™, deformagéo angular no plano de &+
em 1380 cm™, estiramento vc.o em 1170 cm™, e banda de deformacéo angular

fora do plano & Haromatico) €M 813 cm™,

100.5

3317.45cm-1
95 |
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[\
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85 |-

1170.1cm-L
83 | ! | | |

3500 3000 2000 1000 700

Wavenumber [cm-1]

Espectro 2. Espectro no IV do Kaempferol (Ih1).
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O espectro de RMN de 'H de lhl (Espectro 3) forneceu dubletos (2H,
J=8,5 Hz) em & 8,05 referente as posi¢cdes H6'/H2" e em & 6,94 (2H; H5/H3J"),
evidenciando acoplamentos na posi¢do orto, atribuidos ao anel B de um
flavonoide. Além desses, observamos dubletos (1H, J=2 Hz) em & 6,44 (H8) e
em & 6,20 (H6), evidenciando os acoplamentos meta dos hidrogénios ligados
anel A do flavonoide. Os dados obtidos dos espectros de gHMQC (Espectro 4)
e gHMBC (Espectro 5) estdo na Tab. 5. Comparando-se os dados obtidos com
os da literatura (HARBONE, 1996; AGRAWAL, 1989), concluimos que lhl é o

Kaempferol.

Tabela 5. Deslocamentos quimicos de RMN de *H (DMSO-ds, 500 MHz) e * C (DMSO-
ds, 125 MHz) do Kaempferol (Ih1).

Ihl HARBONE, 1996/ AGRAWAL,
1989
Posicdo | *H (ppm), | *C (ppm) gHMBC 'H (ppm), C (ppm)

J (Hz) J (Hz)

1 - - - - -

2 - 147,0 i i 146,8

3 - * i i 135,9

4 - * i i 175,9

5 - * i i 160,9

6 6,20 d 99,0 C8; C10; C7 6,20 d 98,2
(2,0) (2,0)

7 - 1642 i i 163,9

8 6,44 d 94,0 C6; C10; C9; 6,45 d 93,5
(2,0) c7 (2,0)

9 - 156,2 i i 156,2

10 - 103,0 i i 103,1

1 - 122,0 - - 121,7

7% 8,05 d 130,0 i 8,06 d 129,5
(8,5) (8,5)

3 6,94 d 115,0 C5; C1; C# 6,94 d 1154
(8,5) (8,5)

4 - 159,0 i i 159,2

5 6,94 d 115,0 i 6,94 d 115,4
(8,5) (8,5)

6 8,05 d 130,0 C2’; C2; C4 8,06 d 1295
(8,5) (8,5)

* n&o observado (°C foram atribuidos através das interagées observadas nos experimentos gHMQC e gHMBC).
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Espectro 3. Espectro de RMN de *H (DMSO-dg, 500 MHz) do kaempferol (Ih1).

Espectro 4. Experimento bidimensional gHMQC (DMSO-ds, 125 MHz) do
kaempferol (Ih1).
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Espectro 5. Experimento bidimensional gHMBC (Ampliacdo da regido entre &
6,0 - 8,5) (DMSO-ds, 125 MHz) do kaempferol (Ih1).

4.4.2 Acido protocatecuico (Ih2)

O espectro de absorcao na regiao do UV (Espectro 6) dessa substancia
apresentou bandas de absor¢do em 218, 260 e 294 nm, semelhantes aos

dados da literatura para o acido protocatecuico (AO et al., 2009).
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Espectro 6. Espectro de absorcéo no UV do acido protocatecuico (lh2).
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O espectro no IV de 1h2 (Espectro 7) apresentou banda de estiramento
Uc-Hearomatico) €M 3182 cm™, banda de estiramento vc=o(conjugado) €M 1673 cm™e
banda de estiramento vc=caromaicoy €M 1597 cm™, coerentes com &cido
carboxilico aromético (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2005).
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Espectro 7. Espectro no IV do acido protocatecuico (1h2).

O espectro de RMN de *H de 1h2 (Espectro 8) forneceu um dubleto (1H,
J=8,5 Hz) em & 6,76 (H5), evidenciando o acoplamento orto com H6; um duplo
dubleto (1H, J=8,5; J=1,5) em & 7,27 (H6), evidenciando acoplamentos orto e
meta com os hidrogénios H5 e H2, respectivamente, e um dubleto (1H, J=1,5
Hz ) em & 7,32 (H2), evidenciando o acoplamento meta com H6. Os dados
obtidos dos espectros de gHMQC (Espectro 9) forneceram as correlagdes de
todos os *H com seus respectivos carbonos (Tab. 6). O experimento gHMBC
(Espectro 10), forneceu correlacdes a J* e J° definindo a estrutura da
molécula. No experimento gHMBC observa-se que o H2 (6 7,32) apresenta
correlagdo com os carbonos em 6 167 (Carbonila) (C1’), & 150 (C4), & 145 (C3)
e 0 122,4 (C6). O H5 (6 6,76) apresenta correlagdo com os carbonos em &
145,0 (C3) e 6 122,4 (C6) e finalmente o H6 (6 7,27) apresenta correlacdo com
os carbonos em & 167,0 (carbonila) (C1’), 6 150,0 (C4) e 6 117,1 (C2).
Comparacédo dos dados obtidos com os da literatura (SOUZA FILHO et al.,

2006) permitiu concluir que Ih2 se trata do acido protocatecuico.
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Tabela 6. Deslocamentos quimicos de RMN de ** C (DMSO-dg, 125 MHz) e *H

(DMSO-dg, 500 MHZz) do acido protocatecuico (Ih2).

1h2 SOUZA FILHO et al., 2006
Posicdo | 'H (ppm), | *C (ppm) | gHMBC | *H (ppm), J (Hz) | **C (ppm)
J (Hz2) em CDs;0D em CDs;0D
1 - * - - 129,9
2 7,32d 117,1 C1’; C4; 7,52d 117,8
(1,5) C3: C6 (1,8)
3 - 145,0 - - 146,0
4 - 150,0 - - 151,4
5 6,76 d 114,4 C3;C6 6,90 d 115,7
(8,5) (8,1)
6 7,27 dd 122,4 C1’; C4; 7,47 dd 123,7
(8,5: 1,5) c2 8,1: 1,8)
1 - 167,0 - - 170,2

* n&o observado (*°C foram atribuidos através das interagées observadas nos experimentos gHMQC e gHMBC).
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Espectro 8. Espectro de RMN de 'H (DMSO-ds, 500 MHz) do &cido

protocatecuico (1h2).
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Espectro 9. Experimento bidimensional gHMQC (DMSO-ds, 125 MHz) do acido
protocatecuico (1h2).

Espectro 10. Experimento bidimensional gHMBC (DMSO-dg, 125 MHz) do
acido protocatecuico (Ih2).
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4.4.3 Kaempferol-3-O-B-D-glucopiranosideo (Ih3)

O espectro de absor¢cdo no UV (Espectro 11) de Ih3 apresentou a
Banda Il em 264 nm atribuida ao anel A e a Banda | em 345 nm atribuida a
conjugacdo dos anéis B e C. Comparado ao kaempferol, observamos
deslocamento hipsocrémico de 22 nm da Banda | causado pela presenca do
acucar na posicado 3. Conforme Mabry, Markham e Thomas (1970), mudancas
na substituicdo do anel A tendem a se refletir na Banda Il, enquanto alteragbes

nos anéis B e C sdo aparentes na Banda I.
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Espectro 11. Espectro de absorcdo no UV do Kaempferol-3-O-p-D-
glucopiranosideo (1h3).

mv
mv

O espectro no IV da substancia |h3 (Espectro 12) apresentou banda
atribuida ao estiramento vo.4 em 3242 cm™, banda de estiramento uvc-o em
1655 cm™, bandas de estiramento vc=caromaico) €M 1607 cm™ e em 1505 cm™,
banda de deformac&o angular no plano é.; em 1354 cm™, estiramento vc.o em
1175 cm™, e banda de deformacdo angular fora do plano OC-H(aromatico) €M 840

cm™.
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Espectro 12. Espectro no IV do Kaempferol-3-O-3-D-glucopiranosideo (Ih3).

O espectro de RMN de 'H de [h3 (Espectro 13, Tab. 7) forneceu
dubletos (2H, J=8,7) Hz em & 8,05 referente as posi¢cdes H6" e H2" e em 6 6,89
(H5°/H3") evidenciando acoplamentos na posi¢cao orto. Estes hidrogénios foram
atribuidos ao anel B de um flavonoide. Além desses, observamos dubletos (1H,
J=2,1 Hz) em 6 6,43 (H8) e em & 6,20 (H6), evidenciando o acoplamento meta
do anel A do flavonoide. Em & 5,45 (1H) observamos um dubleto (J=7,5 Hz)
referente ao hidrogénio anomérico de uma unidade sacaridica em configuracédo
B. Verificando o espectro TOCSY-1D (Espectro 14), identificamos o sistema de
spin da B-glucopiranose. O experimento bidimensional gCOSY (Espectro 15)
mostrou as correlagbes entre os hidrogénios H2’/H3’ e H6’/HS’. O espectro de
RMN '3C (Espectro 16, Tab. 7) mostrou 12 sinais referentes ao esqueleto
flavonoidico e mais outros 5 sinais na regido dos acgucares. Comparando-se 0s
dados obtidos com os dados da literatura (AGRAWAL, 1989) foi possivel
concluir que essa substancia trata-se do flavonoide kaempferol-3-O-3-D-

glucopiranosideo (1h3).
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Tabela 7. Deslocamentos quimicos de RMN de ** C (DMSO-dg, 75 MHz) e *H (DMSO-
ds, 300 MHz) kaempferol-3-O-B-D-glucopiranosideo (Ih3).

Ih3

kaempferol-3-O-B-D-glucopiranosideo

Posicéo 'H (ppm), 13C (ppm) AGRAWAL, 1989
J (Hz) °C (ppm)
1 - - -
2 - 156,2 156,3
3 - 133,2 133,0
4 - 177,4 177,4
5 - 161,2 161,1
6 6,20 d 98,6 98,7
(2,1)
7 - 164,1 164,1
8 6,43 d 93,6 93,6
(2,1)
9 - 156,4 156,3
10 - 104,0 104,1
1 - 120,8 121,0
2 7,97 d 130,8 130,7
(8,5)
3 6,84 d 115,1 115,0
(8,5)
4 - 159,9 159,8
5 6,84 d 115,1 115,0
(8,5)
6 7,97 d 130,8 130,7
(8,5)
Glicose
1~ 5,28d 100,8 101,4
(7,5)
27 3.18 74,2 74,2
37 3,20 76,4 76,5
4~ 3,10 69,9 70,1
57 3,13 77,4 77,2
6"’ 3,55; 3,35 60,8 61,0
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Espectro 13. Espectro de RMN de 'H (DMSO-ds, 300 MHz) do kaempferol-3-
O-B-D-glucopiranosideo (1h3).

Espectro 14. Experimento TOCSY-1D (DMSO-dg, 300 MHz) do kaempferol-3-
O-B-D-glucopiranosideo (1h3).
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Espectro 15. Experimento bidimensional gCOSY (DMSO-ds, 300 MHz) do
kaempferol-3-O-B-D-glucopiranosideo (1h3).

Espectro 16. Espectro de RMN *C (DMSO-ds, 300 MHz) do kaempferol-3-O-
B-D-glucopiranosideo (Ih3).
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4.4.4 Triptofano (1h4)

O espectro de absorcdo no UV da substancia |h4 (Espectro 17)
apresentou banda de absor¢cdo em 278 nm, semelhante ao descrito para o
Triptofano (KADHANE et al., 2008).
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Espectro 17. Espectro de absorgéo no UV do Triptofano (1h4).

O espectro no IV (Espectro 18) da substancia 1h4 apresentou bandas
de estiramento assimétrico e simétrico unyz em 3288 cm™ (banda larga),
bandas de estiramento vcy em 2920 cm™ e ey, em 2853 cm?, banda de
deformacdo angular assimétrica d.n em 1631 cm™, bandas de estiramento
Uc=C(aromatico) € UC=N(arométicoy €M 1602 cm™, estiramento simétrico vc.o em 1402
cm™, e banda de estiramento vc.y em 1091 cm™. Estes dados estédo de acordo

com a estrutura de um aminoacido aromatico (SILVERSTEIN; WEBSTER;
KIEMLE, 2005).
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Espectro 18. Espectro no IV do Triptofano (1h4).
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O espectro de RMN de 'H de |h4 (Espectro 19) forneceu dois dubletos
(J=8 Hz) em & 7,58 (1H; H4) e 6 7,35 (1H; H7); um singleto em & 7,22 (N-H) e
dois duplos duplos dubletos (J=8, 8, 0,5 HZ) em &6 7, 07 (1H; H6) e em & 6,98
(1H; H5) na regido dos hidrogénios aroméaticos. Observamos também sinais em
5 3,50 (1H); & 3,32 (1H); & 2,99 (1H). O espectro gCOSY *H-'H (Espectro 20)
apresentou correlagdes correspondentes aos acoplamentos entre 6 7,58/6,98
(H4/H5) e 6 7,35/7,07 (H7/H6). Os experimentos bidimensionais gHMQC
(Espectro 21) e gHMBC (Espectro 22) (Tab. 8) permitiram observar as
correlacdes que levaram a identificacdo da substancia 1h4.

Foi realizado o experimento de rotacdo Otica em metanol, o qual

26,8

forneceu o valor de [ap] -39,0714 (1,4 mg.mL™), semelhante ao valor

encontrado para o L-Triptofano ([a p] ?° -30,5 (1 mg.mL™) em agua) (Aldrich®).

65

Tabela 8. Deslocamentos quimicos de RMN de ** C (DMSO-dg, 125 MHz) e *H
(DMSO-dg, 500 MHZz) do Triptofano (Ih4).

Posicéo 'H (ppm), J (Hz) 13C (ppm)** gHMBC
(IUPAC-IUBMB)
1 (N-H) - - -
2 7,22's 124,0 C3; C3a; C7a
3 - 110,0 -
4 7,58d 118,0 C3; C5; C7a
(8,0)
5 6,98 ddd 118,0 C7; C3a
(8,0; 8,0; 0,5)
6 7,07 ddd 121,0 C4; C7a
(8,0; 8,0; 0,5)
7 7,35d 111,0 C5; C3a
(8,0)
3a - 127,0 -
7a - 136,0 -
a 3,50 54,0 CB
3,32 27,0 Ca
B 2,99 27,0 Ca
N-H 10,91 - C3a

*UPAC-IUBMB Joint Commission on Biochemical Nomenclature. Nomenclature and Symbolism for Amino

Acids and Peptides. Recommendations on Organic & Biochemical Nomenclature, Symbols & Terminology etc.

Disponivel em <http://www.chem.gmul.ac.uk/iupac/AminoAcid/> acesso em 02 fev. 2009.
%% 13,

C foram atribuidos através das interag6es observadas nos experimentos gHMQC e gHMBC
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Espectro 19. Espectro de RMN de *H (DMSO-ds, 500 MHz) do Triptofano
(1h4).

Espectro 20. Experimento bidimensional gCOSY (DMSO-ds, 500 MHz) do
Triptofano (1h4).
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Espectro 21. Experimento bidimensional gHMQC (DMSO-ds, 500 MHz) do
Triptofano (1h4).

Espectro 22. Experimento bidimensional gHMBC (DMSO-ds, 500 MHz) do
Triptofano (1h4).
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4.4.5 Uracila (Ih5)

O espectro de absorcdo no UV da substancia |hS (Espectro 23)
apresentou banda em 259 nm, idéntico ao descrito para a uracila
(GUSTAVSSON et al., 2007).
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Espectro 23. Espectro de absor¢éo no UV da Uracila (1h5).

O espectro no IV da substéancia Ih5 (Espectro 24) apresentou banda de

estiramento on.y em 3370 cm?, banda de estiramento vc—o em 1702 cm™,

banda de deformacdo angular no plano .4 em 1578 cm™ e banda de

estiramento ve.y em 1392 cm™. Todas essas bandas estdo de acordo com as
de uma amida (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2005).
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Espectro no IV da Uracila (1h5).
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O espectro de RMN de 'H (Espectro 25, Tab. 8) de |h5 forneceu dois
dubletos de J=7,5 Hz em & 5,45 (H5) e em & 7,38 (H6). No experimento
gCOSY (Espectro 26) foi observado o acoplamento destes dois sinais
indicando que estes hidrogénios estdo orto-acoplados. No experimento gHMBC
(Espectro 27) foi possivel observar as seguintes correlagbes: H6/C2 e H6/CA.
O espectro de RMN de **C (Espectro 28) apresentou sinais em & 164,4 (C4), &
151,6 (C2), 6 142,3 (C6), 6 100,2 (C5) (Tab. 9). Os dados obtidos comparados
com as dados encontrados na literatura (LEPTOKARYDIS, 2008) levaram a

identificacdo de |h5 como Uracila.

Tabela 9. Dados de RMN de ** C (DMSO-dg, 125 MHz) e 'H (DMSO-ds,
500MHz) da Uracila (Ih5).

Ih5 Uracila (LEPTOKARYDIS,
2008)
Posicdo | H (ppm), | *C (ppm) | gHMBC H B¢
J (Hz)
1 (N-H) * * * 10,95 s i
2 (C=0) i 1516 i i 1515
3 (N-H) * * * 10,79 s i
4 (C=0) i 164.4 i i 164,3
5 5,45d 100,2 * 5,43d 100,2
(7.5) (7,5)
6 7,38 d 142,3 C2/C4 7,35d 142,1
(7,5) (7,5)

*nao detectado
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Espectro 25. Espectro de RMN de *H (DMSO-dg, 500 MHz) da Uracila (Ih5).

Espectro 26. Experimento bidimensional gCOSY (DMSO-ds, 500 MHz) da
Uracila (Ih5).
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Espectro 27. Experimento bidimensional gHMBC (DMSO-dg, 500 MHz) da
Uracila (Ih5).
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Espectro 28. Espectro de RMN de ** C (DMSO-dg, 50 MHz) da Uracila (Ih5).
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4.4.6 Acido galico (Ih6)

A substancia |h6 apresentou mesmo tempo de retencao (10 mim) do
padrdo acido galico, quando analisado por HPLC nas condi¢des descritas no
item 4.2. Além disso, 0 espectro de absorcdo no UV dessa substancia
(Espectro 29) apresentou uma banda em 273 nm, também idéntico ao padréo
do acido galico (RINALDO, 2007).
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Espectro 29. Espectro de absorcédo no UV do acido galico (Ih6).

O espectro no IV de 1h6 (Espectro 30) apresentou banda de estiramento
von em 3274 cm™, banda de estiramento tc=o(conjugado) €M 1602 cm™,e banda
de estiramento vc=ciaromatico) €M 1535 cm™, coerentes para a descricdo de um

acido carboxilico aromatico (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2005).
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Espectro 30. Espectro no IV do acido gélico (Ih6).
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Estes dados mais os obtidos por Espectrometria de Massas (item 5)
levaram a idetificacdo de Ih6 como acido galico.

4.4.7 Galato de metila (Ih7)

A substancia |h7 apresentou banda de absor¢édo no UV (Espectro 31)
em 274 nm e t. de 18,8 min nas codi¢cbes de analise utilizadas. Estes dados

sao idénticos aos de padréo galato de metila.
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Espectro 31. Espectro de absor¢cédo no UV do galato de metila (Ih7).

O espectro no IV de |h7 (Espectro 32) apresentou banda de estiramento
vo- €m 3293 cm™, banda de estiramento vc=o(conjugado) €M 1674 cm™,e banda
de estiramento vc=c(aromatico) €M 1540 cm™. Essas bandas s&o coerentes com
as descritas para um éster conjugado ao anel aromatico (SILVERSTEIN;
WEBSTER; KIEMLE, 2005).

100

95 | 3293.34cm-1

.87/cm-1

0 — 1540.36 cm-1

r 1674.39cm-1 1430.4

T%
1196.61cm-1

1263.63cm-1

85 | 1607.38 cm-1

r 1334.98 cm-1

70 |—

1311.36cm-1

75 L ‘ | ‘ | ‘
4000 3000 2000 1000 700

Wavenumber [cm-1]

Espectro 32. Espectro no IV do galato de metila (1h7).
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O espectro de RMN de 'H de |h7 (Espectro 33) apresentou dois
singletos: um em & 6,93 (2H), correspondente aos hidrogénios H2 e H6 e outro
em o 3,74 (3H), correspondente a uma metoxila. Comparacdo com dados de
RMN de *H da literatura (CERUKS et al., 2007) e injecdo de padrdo no HPLC
(Fig. 13) possibilitaram confirmar que |h7 € o galato de metila, pois ambos

apresentaram o mesmo t; (18,8 mim) e absorcédo em 274 nm.

H2/H6

Espectro 33. Espectro de RMN de *H (DMSO-ds, 500 MHz) do galato de metila
(th7).

1250 PDA-254 nm 1250
Galato de metila

00000 r
10007 [-1000

000000000

H 1 H
750 500 \ / \ oo 750
,/ \
S ;

500 v v v v [~500
20 250 300 350 400 450

i 436

mv
8 1219
mv

250 250

T T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60

Figura 13. Andlise do pad%% galato de metila por HPLC.
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4.4.8 Rutina (1h8)

A substancia |h8 apresentou bandas de absor¢édo na regido do UV em
258 nm e 354 nm (Espectro 34), semelhantes as descritas para o flavonoide
rutina (MABRY; MARKHAM; THOMAS, 1970). Essa substancia apresentou
também t; (31,7 min) semelhante ao padréo de rutina quando analisado nas

mesmas condi¢des cromatograficas (31,4 min) (Fig. 14).
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Espectro 34. Espectro de absorcédo no UV da rutina (Ih8).
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Figura 14. Andlise do padrao rutina por HPLC (t; igual a 31,4

min).

O espectro no IV da substancia |h8 (Espectro 35) apresentou banda
atribuida ao estiramento vo.y em 3345 cm™, banda de estiramento vc.y em

2920 cm™, banda de estiramento vc-o em 1659 c¢cm™, bandas de estiramento
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Uc=C(aromatico) €M 1597 cm? e em 1445 cm?, banda deformacéo angular no

plano . em 1358 cm™, e banda de estiramento vc.o em 1196 cm™.

100

99

98 |—

/
%T 1659.45 cm-1

2920.66 cm-1
97 |-

3345.89cm-1
1445.39gm-1

1597.73cm-1

% — 1029.8 cm-1

1196.61 cm-1

95 ! | ! | | |
4000 3000 2000 1000 700

Wavenumber [cm-1]

Espectro 35. Espectro no IV da rutina (1h8).

O espectro de RMN de *H (Espectro 36; Tab. 10) apresentou 5 sinais
na regido de *H aromaticos: um dubleto em & 6,20 de J=2,1 Hz (1H; H6); um
dubleto em 6 6,40 de J=2,1 Hz (1H; H8); um dubleto em & 7,53 de J=2,0 Hz
(1H; H2’); um dubleto em & 6,83 de J=9 Hz (1H; H5’) e um duplo dubleto em &
7,57 de J=9,0 e 2,0 Hz (1H; HE’), evidenciando que se tratava de um derivado
da quercetina (HARBONE, 1986). Em 6 5,44 (1H; H1”) observamos um dubleto
de J=7,2 Hz referente ao hidrogénio anomérico em configuracao B da glicose, e
em 6 4,38 (J=1,0) (1H; H1”) observamos o sinal referente ao hidrogénio
anomeérico em configuracdo a. Observa-se ainda a presenca do dubleto em
0,99 (J=6,0) que foi atribuido a metila de uma raminose. O espectro de
massas (Espectro 41) discutido na pagina 78, possibilitou identificar as perdas
de 146 referente a raminose e 162 referente a glicose. A comparagcao desses
dados com a literatura (HARBONE, 1986; CALVO, 2007) e a comparagao por
HPLC com o padréo permitiu concluir que |h8 trata-se da rutina (quercetina-3-

O-B-D-glicopiranosil-(6—1)-a—L-raminopiranosideo.
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H6

He' H8
H2’ HS’

Espectro 36. Espectro de RMN de *H (DMSO-ds, 500 MHz) da rutina
(Ih8).
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Tabela 10. Deslocamentos quimicos de RMN de *H (DMSO-dg, 300 MHz)

da rutina (1h8).
8 rutina (HARBONE, 1996)
Posicao 'H (ppm), J (Hz) 'H (ppm), J (Hz)
1 - -
2 - -
3 - -
4 - R
5 - -
6 6,20 d (2,1) 6,18 d (2,0)
7 - -
8 6,40 d (2,1) 6,38 d (2,0)
9 - -
10 - -
1 - -
2 7,53d (2,0) 7,53d (2,0)
3 - -
4 - -
5 6,83 d (9,0) 6,84 d (8,0)
6 7,57 dd (7,8; 2,4) 7,55 dd (8,0; 2,0)
Glicose
17 5,44d (7,2) 5,34d (7,5)
27 * 3,23 m
3" * 3,26 m
4 * 3,06 m
57 * 3,28 m
6" * 3,70; 3,72 m
ramnose
17 4,38 d (1,0) 4,39 d (1,0)
2" * 3,42 m
37 * 3,28 m
4 * 3,08 m
5 * 3,30 m
6" 0,99 d (6,0) 1,0d (6,5)

*ndo detectado
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5 Analise dos extratos por HPLC-DAD-ESI-MS
(TOF)

5.1 HPLC-DAD-ESI-MS (TOF)

O extrato aquoso e o EMeOH foram analisados por HPLC-DAD-ESI-MS
(TOF), a fim de confirmar as estruturas das substancias encontradas nesses

extratos.

A analise combinada de HPLC-DAD e HPLC-ESI-MS é muito utilizada
na identificagdo de compostos organicos. Liang et al. (2009) descreve alguns
fatores como t;, Amax de absorcdo e os ions moleculares para acido galico e
flavondides. Gabbo Neto e Lopes (2008) utilizaram os mesmos fatores para
uma diversidade de substancias como: flavonoides e terpenos. Além dessas,
outras como, acidos clorogénicos (MARQUES; FARAH, 2009) e alcaloides
(coptisina e berberrubina) (LIANG et al., 2006) também foram identificados
usando-se de técnicas acopladas, sendo Uteis também na caracterizacao

estrutural de novos compostos (SHAHAT et al., 2005).

A preparacdo dos extratos foi idéntica a realizada para caracterizacao
por HPLC-DAD (item 4.2). As condicBes de andlise foram semelhantes. Foi
utilizado sistema HPLC-DAD (Shimadzu®) (Coluna Shimadzu® NST18 5pm
(250 X 4,60 mm), 254 nm, 1 mL.min*, Gradiente: Solvente A: H,O acidificado
com 0,05 % de TFA, Solvente B: MeOH acidificado com 0,05 % de TFA, 5% B
—100% B (60 min)).

Inicialmente os extratos foram injetados sendo obtidos os
cromatogramas monitorados por DAD (A=254 nm) e por MS. Esses
cromatogramas foram entdo analisados (t; e massas) a fim de que fossem
selecionados o0s ions de interesse para realizacdo da fragmentacdo de
segunda ordem (Ms?). Escolhidos os fons, os extratos foram novamente
injetados, sendo obtidos os cromatogramas (full scan) e a fragmentacao de

segunda ordem (Fig. 15).
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Intens.
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Figura 15. Cromatogramas obtidos por HPLC-MS, modo positivo.

A) Extrato aquoso Fragmentac&o de primeira ordem

—F——_Fragmentacdo de segunda ordem

B) EMeOH: -——. .- Fragmentacao de primeira ordem

Fragmentacgéo de segunda ordem

Os espectros de massas foram selecionados tomando-se como

referéncia os t, das substancias.

No extrato aguoso, analisamos o espectro de massas da substancia com
t, de 4 min (Espectro 37). Foi possivel observar a molécula protonada [M+H]"
em m/z 113 (C402HsN,). Esse resultado, juntamente com os dados de RMN, IV

e UV, discutidos anteriormente, confirmam a estrutura da Uracila (1h5).
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Intens. .
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Espectro 37. Espectro de massas (Ms?) da Uracila (Ih5).

Ainda no extrato aquoso, no espectro de massas da substancia com t,
de 20 min, observamos a molécula protonada [M+H]" em m/z 205 (C1102H13N>)
(Espectro 38). A fragmentacéo de segunda ordem (Ms?) dessa molécula gerou
os ions m/z 188 referente a perda de NHj3 (fragmento C;;0,H1oN) € m/z 146

referente ao fragmento CoOHgN.

Para essa molécula foi possivel observar o efeito do aumento da energia
fornecida & molécula protonada. Selecionamos os espectros com 0 eV, 5 eV, 7
eV e 10 eV e observamos o aumento da intensidade dos fragmentos m/z 188 e
m/z 146 e a diminuicdo do ion precursor em m/z 205 (Espectro 38). Os
resultados da fragmentacéo estdo de acordo com a estrutura proposta para |h4
(Triptofano) (DOMINGUES et al., 2003; WEERT et al., 1998).
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Espectro 38. Espectros de massas (Ms?) do Triptofano (lh4) em diferentes

energias.

No EMeOH analisamos os espectros de massas das substancias com t;
em 9 min (Espectro 39), 18 min (Espectro 40), 31 mim (Espectro 41) e 34

mim (Espectro 42). Nestes espectros observamos os ions moleculares [M+H]"

em m/z 171, m/z 185, m/z 611 e m/z 449 respectivamente. A partir da

fragmentacdo de segunda ordem (Ms?) desses ions observamos a formacao

dos ions produtos (Tab. 11). Com esses dados confirmamos as estruturas das

substancias isoladas e identificadas no EMeOH de Indigofera hirsuta.

82



Dissertacéo — Adriana Candido da Silva Moura 83

Tabela 11. Dados espectrométricos das substancias identificadas no EMeOH de

[. hirsuta.
Substancia t, jon fons produtos
_ precursor )
(min) (Ms®) m/z
(IM+H]") m/z
Acido galico (1h6) 9 171 153, 127, 109
Galato de metila (Ih7) 18 185 153, 126
Rutina (1h8) 31 611 465, 303
Kaempferol-3-O-B-D-glucopiranosideo 34 449 287
(In3)
'”‘e;';') +MS2(171.0), OeV, 9.4min #178
171.0248
150 127.0370
100
50
0 |ul.__L_l P TN .||..JL.. 1 |J... ™ | .h_.. L
300 +MS2(171.0), 5eV, 9.5min #179
[M-44+H]*
250 153.0154
o0 127.0369 [M-18+ H]+
150 171.0271
100
50
0 L J I 1l MIn e PR L L
+MS2(171.0), 7eV, 9.7min #183
250
200 [M-18+H]* 1530176
150 127.0372
109.0265
100 /
50 OH %
0 s VRN T
80 +MS2(171.0), 10eV, 9.9min #188
60
40
20
0
0 25 50 75 100 125 150 175 200 225 m/z

Espectro 39. Espectros de massas do Acido gélico (Ih6) em diferentes
energias (O eV,5eV,7eVe 10eV).
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Espectro 40. Espectros de massas do Galato de metila (Ih7) em diferentes

energias (O eV, 5eV,7eVe 10 eV).

+MS2(185.0), 10eV, 18.8min #354

200 225 m/z
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Espectro 41. Espectros de massas da rutina (Ih8) em diferentes energias (0
eV, 10 eV, 20 eV e 30 eV).
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Espectro 42. Espectros de massas do Kaempferol-3-O-B-D-glucopiranosideo
(Ih3) em diferentes energias (0 eV, 10 eV, 20 eV e 30 eV).

5.2 Insercao direta de amostra

O flavonoide kaempferol (Ihl) foi analisado por espectrometria de
massas por insercao direta. A analise dos espectros de massas (Espectro 43)
de lh1l permitiu observarmos a molécula protonada [M+H]" em m/z 287. A
fragmentacdo de segunda ordem gerou o ion produto em m/z 153 (C;Hs0,)
referente a fragmentacdo Retro Diels-Alder do flavonoide (MABRY;
ULUBELEN, 1980) (Fig.16).
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Espectro 43. Espectros de massas do Kaempferol (Ihl) em diferentes energias
(OeV, 10eV, 25eV e 30 eV).
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Figura 16. Fragmentacdo Retro Diels-Alder do Kaempferol (Ih1).
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6 Atividade antioxidante com DPPH

Um dos métodos mais utilizados para avaliar a propriedade antioxidante
em extratos e substancias isoladas consiste em utlizar a atividade
sequestradora do radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazila). O DPPH é
caracterizado como um radical livre estavel em consequéncia da
deslocalizacédo do elétron livre (Fig. 17), que da a molécula uma absorcéo
méxima em 517 nm, fornecendo coloracdo violeta em solugdo (MeOH grau
HPLC) (MOLYNEAUX, 2004).

(2

N e
O,N NO,

NO,

Figura 17. Estrutura do DPPH.

Em presenca de um antioxidante, o DPPH tem a capacidade de
sequestrar um hidrogénio radicalar formando o difenilpicrilhidrazina (Fig. 18)
(forma reduzida), que apresenta coloracdo amarela. Com isso, € observado
diminuicdo da absor¢cdo em 517 nm (SILVA, 2008).

Figura 18. Estrutura da forma reduzida do DPPH.
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Essa diferenga de absor¢do € monitorada através de ensaio utilizando-
se espectrofotdbmetro no qual sdo medidas as absorbancias das amostras
analisadas. Para cada amostra sdo preparadas solucdes de 5 pg.mL™, 10
ug.mL™, 20 ug.mL?, 40 pg.mL™, 80 uyg.mL™ e 160 ug.mL™. A solucéo de DPPH
(4 mg.mL™) deve ser preparada preferencialmente minutos antes das medidas
de absorbancia e armazenada em recipiente recoberto por papel aluminio
(MOLYNEAUX, 2004; SILVA, 2008). As solucdes sdo misturadas na seguinte
propor¢ao: 2 mL da solucdo de DPPH e 1 mL da amostra analisada. O branco,
solucdo de referencia, € a mistura de 2 ml de DPPH mais 1 ml de metanol. As
leituras das absorbancias séo realizadas ap6s 30 min de reacéo e a atividade
antioxidante medida através da equacao: (%A,) = 100 x (Ap — A)/Ap (Jang et al.,
2010), na qual, (%A;) € a medida da variacdo de absorbéancia, Ag € a
absorbancia da solucdo de referéncia e A é absorbancia da amostra apos 30
min de reacdo. Todas as medidas séo realizadas em 517 nm que é 0 maximo
de absorcao do DPPH (JANG et al., 2010).

Utilizando esta metodologia, foi avaliada a atividade antioxidante dos

extratos de Indigofera hirsuta (Fig. 19).

Figura 19. Resultado da avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos de

Indigofera hirsuta.
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Além dos extratos, avaliamos também a atividade antioxidante das

substancias isoladas (Ih1 a Ih8) de Indigofera hirsuta (Fig. 20).

Figura 20. Resultado da avaliagdo da atividade antioxidante das substancias
isoladas de Indigofera hirsuta.

Podemos observar (Fig. 19) que o Precipitado amarelo e o EMeOH
apresentam significativa atividade antioxidante quando comparados a
referéncia (4cido gélico). Isso est4 de acordo com as substancias encontradas
nesses extratos:

v" Precipitado amarelo: Kempferol (lh1), acido protocatecuico (lh2) e outros
flavonoides minoritarios néo identificados (Fig. 5 A). Dentre estes,
observamos elevada atividade antioxidante para o kaempferol e
atividade média para o acido protocatecuico (Fig. 20).

v' EMeOH: Acido gélico (lh6), galato de metila (Ih7), rutina (Ih8) e
kempferol-3-gli (Ih3). Dentre esses, os trés primeiros com elevada
atividade antioxidante e o ultimo (Ih3) com baixa atividade (Fig. 20).
Entretanto, o extrato aquoso e o cha (extrato aquoso + precipitado

amarelo) ndo apresentaram atividade antioxidante significativa (Fig. 19). Ainda
assim, o cha apresentou uma atividade maior que o extrato aquoso, justificado

pela presenca dos flavonoides encontrados no precipitado, enquanto que no
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extrato aquoso foram encontrados triptofano (lh4) e uracila (Ih5), que
apresentaram pouca ou nenhuma atividade antioxidante, quando comparados

com o padréo (acido galico) (Fig. 20).
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7 Atividade Antillcera

A atividade antitlceras do cha de Indigofera hirsuta foi avaliada pela
Profa. Clélia Akiko Hiruma-Lima (IB-Unesp-Botucatu).

O efeito protetor da mucosa gastrica depende do bloqueio da secrecéo
acida da mucosa e também da citoprotecdo (defesa da mucosa) (DAJANI;
KLAMUT, 2000). A ingestdo aguda de etanol pode estar associada a geracao
de espécies reativas de oxigénio que desequilibram os processos oxidante e
antioxidante celular, modificando a permeabilidade da membrana da mucosa,
alterando a resisténcia aos ions H* secretados (VAZQUEZ-RAMIREZ et al.,
2006).

A atividade do ché foi avaliada em 3 diferentes doses: 125 mg.Kg™, 250
mg.Kg™* e 500 mg.Kg™ (Fig. 21).

Atividade gastroprotetora de Indigofera hirsuta
em lesGes induzidas por etanol absoluto

100+~ -66%

&
£ 80+
E
Q 60+ El Salina
@ &3 Carbenoxolona 100 mg/kg
9 404 47% 3 1. hirsuta 125 mg/kg
© 20 64% T @ 1. hirsuta 250 mg/kg
s @8 1. hirsuta 500 mg/kg

O=

Grupos experimentais

Figura 21. Ensaio da atividade antitlcera do cha de Indigofera hirsuta.

O cha das partes aéreas de |. hirsuta ndo foi efetivo na redugéo das
lesdes promovidas pelo etanol. A menor dose foi a que apresentou melhor
efeito, o que pode significar um possivel efeito gastroprotetor com a reducédo
dessas doses, ja que compostos fendlicos podem apresentar efeito pro-

oxidante em grandes concentracdes.
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8 Consideracbes Finais

Espécies do género Indigofera apresentam na literatura diversos estudos
em que sdo descritos seus constituintes quimicos e atividades farmacolégicas.
Indigofera hisruta, porém, € pouco conhecida, tanto do ponto de vista quimico
quanto farmacologico, h4 somente a descricdo de um flavonoide diglicosilado
(kaempferol 3,5-digalactosideo) e atividade antiparasitaria para plantas.

Este trabalho visou o estudo fitoquimico do cha e do EMeOH das partes
aéreas de Indigofera hirsuta e o fornecimento de extratos, fracbes e
substancias isoladas para ensaios farmacologicos.

Obtivemos a caracterizacao do extrato aquoso e do EMeOH por HPLC-
DAD, estes apresentaram cromatogramas diferenciados, sendo que o primeiro
apresentou um cromatograma com diversas substancias com baixo t; e grande
namero de picos, jA 0 segundo apresentou um cromatograma com pequena
quantidade de picos e substancias com espectros de absorcdo no UV
caracteristicos de flavonoides e acido fendlicos.

O fracionamento do cha iniciado pela centrifugacdo da infusdo gerou
dois materiais de partida: o precipitado amarelo e o extrato aquoso. O
fracionamento do primeiro levou ao isolamento de kaempferol (Ih1l) e acido
protocatecuico (Ih2). Foi obtido uma grande por¢cdo de kaempferol (Ihl),
diferentemente dos chas analisados por Price et al. (1998), onde as agliconas
estdo em menor quantidade. Apesar de nao ter sido realizado um trabalho
quantitativo, podemos ter uma idéia da quantidade das substancias a partir das
massas obtidas.

O fracionamento do extrato aquoso resultou no isolamento de
Kaempferol-3-O-B-D-glucopiranosideo (1h3), triptofano (lh4) e uracila (Ih5).
Apesar de termos observado diversos outros picos no cromatograma desse
extrato ndo foi possivel o isolamento dessas substancias, visto que, estao
pouco concentrados, dificultando sua purificacéo.

O triptofano (lh4) é o aminoacido precursor dos alcaloides inddlicos
encontrados em espécies de Indigofera (CALVO et al., 2009). Esses alcaloides

sao corantes de interesse industrial no qual h4 o envolvimento de um processo
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biossintético de obtencdo de indigo e indirubina a partir da fermentacdo do
triptofano usando Escherichia coli (BERRY et al., 2002).

O fracionamento do EMeOH foi realizado somente por HPLC devido a
pequena quantidade de picos no cromatograma representativo (Fig. 5 (C)).
Resultou no isolamento de acido gélico (Ih6), galato de metila (Ih7), rutina (Ih8)
e Kaempferol-3-O-B-D-glucopiranosideo (1h3).

O extrato aquoso apresentou baixissima atividade antioxidante (%Ao
20,2), enquanto que o EMeOH (%A, 93,5) apresentou uma atividade
significativa quando comparado ao padrao acido galico (concentracédo de 160
mg.mL™). Esse dado é coerente com as substancias presentes nesses
extratos, bem como com as diferengas observadas nos cromatogramas.

O ensaio antitlcera e o antioxidante foram realizados com o ch3,
tomando-se o cuidado em enviar amostras sem que houvesse a separagao do
precipitado amarelo. Portanto, a avaliacdo do cha leva em consideracdo as
substancias presentes no precipitado amarelo (Kaempferol (lhl) e &acido
protocatecuico (lh2)) e no extrato aquoso (Kaempferol-3-O-B-D-
glucopiranosideo (1h3), triptofano (Ih4) e uracila (1h5)).

Para atividade antitlcera, o chd de Indigofera hirsuta ndo foi efetivo,
muito provavelmente devido ao fato de os flavonoides estarem presentes em
baixas concentragdes, uma vez que estudos com fra¢des acetato do EMeOH
de I. suffruticosa e I. truxillensis, que contem derivados do kaempferol e da
quercetina  (CALVO, 2007), apresentaram  significativa  atividade
antiulcerogénica (MIRANDA, 2006). No entanto, a fracdo aquosa de |.
suffruticosa assim como o cha analisado neste trabalho ndo apresentaram essa
atividade (MIRANDA, 2006). Possivelmente, os derivados do kaempferol e da
quercetina que possuem atividade antitlceras ndo sao efetivamente extraidos
com &gua, ficando presentes em fracdes e extratos de solventes com média
polaridade como metanol e acetato de etila.

Com relacdo a atividade antioxidante, o cha apresentou uma atividade
intermediaria (%A, 46,3) entre o precipitado amarelo (atividade elevada, %A,
de 94,1%) e o extrato aquoso (atividade baixa, %4, de 20,2%).

O estudo por HPLC-DAD e por HPLC-ESI-MS acoplados foi fundamental
para confirmar as estruturas das substancias isoladas, além de ser uma

ferramenta na qual fazendo-se uso de andlises comparativas, contribui para
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possivel identificacdo de substancias conhecidas em extratos vegetais sem que
haja necessidade de uso de técnicas de isolamento e purificacdo, permitindo
analises rapidas e economia de solventes organicos.

Finalmente, todas as substancias descritas nesse trabalho estdo sendo

pela primeira vez relatadas em Indigofera hirsuta.
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