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RESUMO

A familia Fabaceae destaca-se por ser a terceira maior familia da botanica, sendo subdividida
em quatro subfamilias: Faboideae, Caesalpinioideae, Mimosoideae ¢ Cercidea. O género
Hymenolobium apresenta cerca 17 espécies distribuidas pela regido tropical, esse género faz
parte da subfamilia Faboideae, que ¢ a mais evoluida da familia, apresentando
aproximadamente 482 géneros e cerca de 1200 espécies. Apesar desse género pertencer a uma
das maiores familias da botanica, ndo existem estudos de investigagdo fitoquimica e nem de
atividades bioldgicas na literatura. Porém, hé estudos para outros géneros da subfamilia
Faboideae que relatam a presenga de substidncias com propriedades farmacologicas, como
atividades antioxidantes. Dessa forma, esse trabalho visa o estudo fitoquimico e a avaliagao
das atividades antioxidante e antimicrobiana dos extratos das flores e cascas da espécie
Hymenolobium sericeum Ducke. Para atingir tais objetivos, foi realizada inicialmente a
analise cromatografica de todos os extratos, por cromatografia em camada delgada (CCD),
seguida de uma analise qualitativa de fenolicos, flavonoides e da atividade antioxidante
usando o radical estavel 2,2-defenil-1-picrilhidrazil (DPPHe). A partir desses resultados
selecionou-se os extratos para os ensaios quantitativos. Nessas andlises obteve-se bons
resultados para o extrato etandlico das cascas, que apresentou o maior teor de fendlicos (30%)
e a melhor atividade antioxidante. O extrato obtido em acetato de etila das flores teve a maior
porcentagem de flavonoides totais, com aproximadamente 15%. Nos ensaios de atividade
antimicrobiana, ndo foram observados extratos ativos. Os extratos de média polaridade foram
fracionados por cromatografia em coluna de silica, para obtencdo de substancias puras. As
fragdes, que formaram cristais, foram recristalizadas para a purificagdo e essas fragcdes que em
CCD apresentaram resultados positivos para flavonoides, foram analisadas por espectrometria
de massas (EM). A partir dos resultados dos espectros e em comparacdo com a literatura, foi
possivel identificar a substancia isolada do extrato em acetato de etila das flores ¢ um
flavonoide, que apresentou massa correspondente da genisteina e que foi confirmada por
RMN de 'H. Para a fragdo em cloroféormio do extrato das cascas, essa analise espectrométrica
resultou em massa correspondente a 6-metoxiapigenina, ja para a fracdo em acetato de etila do
extrato das cascas, foi obtido um pico com massa correspondente a (epi)catequina. Estudos
confirmatorios utilizando ressonancia magnética nuclear serdo realizados para a confirmagao

destas moléculas.

Palavras-chave: flavonoides; atividade antioxidante; atividade antimicrobiana.



SUMARIO
1. INTRODUGAO .....ocireerererersesesesesssssesesessssssssssssssssssssssssssssssssesssssessssssessssssssssssens 06
2. REVISAO BIBLIOGRAFIC A...cucuuncrnncusnssusssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess 07
3. METODOLOGIA.......couuirrinrinrininsinsensensssssissississssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssanes 09
3.1 Anadlise da atividade antioxidante frente ao radical livre DPPH................cccceennnee. 09
3.2 Teste quantitativo e qualitativo de Fenodis Totais........cccueevvieriieiiienieeieeie e 09
3.3 Teste quantitativo e qualitativo de Flavonoides Totais...........ccceeveeeciienieniiienieeeieenens 09
3.4 Atividade antimiCTODIANG. .......cceevuiiiiriieiieierieee ettt 09
4. RESULTADOS E DISCUSSAOQ....cuciuiminnisssnsscsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssass 10
4.1Estudo fitoquimico das flores de Hymenolobium sericeum Ducke...............cccoveennennne.. 11
4.2Estudo fitoquimico das cascas de Hymenolobium sericeum Ducke...............ccceeuvennn.ne. 12
5. CONCLUSAOQ.....comscerrsssssmsnsssssssen esssnsnmassnssssssen evnnnassanes 15
6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.......cvniimeimcsmscssascsssssssssssssssssssssssssssssssssss 16
7. CRONOGRAMA DE ATIVIDADES......ccoevvruiuinrisrisrisissessessessassssssssssssssssssessesns 21



1. INTRODUCAO

O Brasil possui uma imensa riqueza vegetal, que ¢ considerada fonte de substancias
biologicamente ativas. Toda essa biodiversidade vem sendo alvo de estudos na éarea de
produtos naturais, com a finalidade de fornecer alternativas terapéuticas mais eficientes e
seguras, assim proporcionando a descoberta de novos farmacos (Barreiro, 2009; Braz-Filho,

2010).

A familia Fabaceae destaca-se por ser a terceira maior familia da botanica,
apresentando uma grande distribui¢do nas regides temperadas e tropicais, sendo subdividida
em quatro subfamilias: Faboideae, Caesalpinioideae, Mimosoideae e Cercidea. A subfamilia

Faboideae ¢ a mais evoluida da familia, apresentando aproximadamente 482 géneros e cerca

de 12000 espécies (Barroso, 1978; Joly, 1993; Polhill ez al., 1981; Di Stasi et al., 2002).

O género Hymenolobium pertence a subfamilia Faboideae, apesar desse género estar
incluido nessa subfamilia, que ¢ a maior, na literatura s6 existem estudos relacionados a
taxonomia vegetal, ndo apresentando nenhum relato da composi¢do quimica, nem de

atividade bioldgicas de espécies desse género.

Dados da literatura relatam o isolamento de alguns compostos fenolicos na subfamilia
Faboideae, que apresentam atividades antioxidantes (sequestrando radicais livres) e agindo no
combate a microorganismos (Cabral et al., 2009; Peres et al., 2009). Esses relatos
demonstram a importancia de estudos das atividades antioxidante e antimicrobiana com
extratos, devido ao surgimento de novas doencas e ao aumento da resisténcia de

microorganismos aos antibioticos usados clinicamente (Mallavarapu, 2001).

Na etnofarmacologia dos povos da Amazodnia, as cascas de Hymenolobium flavum
Kleinh sdo utilizadas para tratar feridas na Guiana, ¢ o extrato aquoso de Hymenolobium
nitidum Benth ¢ utilizado na imobilizacdo de peixes para pesca (Defilipps et al., 2004).

Nesse contexto, considerando que a espécie Hymenolobium sericeum Ducke, que ¢é
uma das espécies simbolo da Universidade Federal do Amazonas, localizada a entrada do
campus, com copa bem acima do dossel, ndo possui relatos de investigacdes fitoquimicas ou
de atividades biologicas, propde-se entdo um estudo fitoquimico com avaliagdo do potencial
antimicrobiano e antioxidante de extratos dessa espécie, bem como quantificagdo de fendlicos

presentes nesses extratos.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Na Amazonia brasileira, as espécies da familia Fabaceae estdo amplamente
distribuidas, o que pode ser evidenciado pelos varios inventarios floristicos, nos quais a
familia estd representada pelo maior nimero de espécies. Esta familia ¢ muito utilizada na
alimentacdo humana e animal, sendo os legumes um dos alimentos mais ricos em proteinas.
Alguns frutos e sementes sdo utilizados para fabricacdo de corantes, oleos, perfumes,
inseticidas, apresentando também uso medicinal e ornamental (Oliveira et al., 2010).

O género Hymenolobium foi estabelecido por Bentham (1876), a partir de H. nitidum
Benth, da Amazonia. Esse género pertence a subfamilia Faboideae, que ¢ a mais evoluida da
familia da Fabaceae, apresentando 17 espécies que estdo distribuidas pela regido tropical.
Suas espécies sdo conhecidas pelo nome vernacular de “angelim”. As espécies do gé€nero
Hymenolobium s3ao muito utilizadas nas industrias madeireiras (Mattos, 1979; Oliveira ef al.,
2010).

Diversos constituintes quimicos podem ser encontrados nas plantas da subfamilia
Faboideae como: acidos fenodlicos, alcaloides, flavonoides, neoflavonoides, isoflavonoides,
rotenodides, terpendides (Craveiro et al., 2008; Ignoato et al., 2012, Moura et al., 2011;
Virtuoso et al., 2005). E importante destacar os isoflavonodides que, ao contrario dos
flavonoides, tem ocorréncia restrita, sendo quase exclusivos da familia Fabaceae (Dewick,
2002).

Entre esses constituintes quimicos descritos na subfamilia Faboideae, tém-se os
compostos fenolicos, como por exemplo, flavonoides, que destacam-se por apresentarem
diversas propriedades farmacologicas, agindo como, antitumorais, antimicrobianas, anti-
inflamatorios, antioxidantes, antivirais, fungicidas, antiprotozoarios, bem como a redugdo de
riscos de doencas cardiovasculares (Santos et al., 2009; Oliveira et al., 2009).

Os flavonoides sdo considerados um dos maiores grupos de metabdlitos secundarios,
apresentando uma estrutura compostos por 15 atomos de carbono, reunidos em um nticleo
triciclico, ou seja, consistem de um esqueleto de difenil propano, com dois anéis benzénicos
(A e B) ligados a um anel piranico (C), como mostra a figura 1. Podem ser classificados em
antocianidinas, flavandis, flavonona, flavonas, flavonois e isoflavonas (Ahlenstiel, 2003;

Rice-Evans et a [ ,1996)



Figura 1 — Estrutura bésica dos flavonoides

Na subfamilia Faboideae ja foram relatados diversos flavonoides (figura 2), como: a-
raminoisobina, quercetrina, kaempferitrina (Engel et al, 2008), derivados de kaempferol,

rutina (Moura et al., 2011; Ignoato et al., 2012), derivados de quercetina, daidzeina (Miranda
etal.,2012; Alves et al., 2012), entre outras substancias.
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Figura 2 — Flavonoides isolados em espécies da subfamilia Faboideae: 1) Quercetina; 2) Quercitrina; 3)
Rutina e 4) Kaempferol



3. METODOS UTILIZADOS

Coleta das flores e das Campus da Universidade
cascas Federal do Amazonas (UFAM)

Separacdo, limpeza,
secagem e trituragdo.
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1 |
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nuclear (RMN)

Figura 3 — Esquema geral da metodologia do projeto

3.1 Analise da atividade antioxidante frente ao radical livre DPPH

A analise qualitativa foi realizada segundo a metodologia de Montenegro et al.(2006) e
Soler-Rivas et al. (2000) e a andlise quantitativo foi realizada segundo a metodologia de
Mensor (2001), com modificagdes.

3.2 Teste quantitativo e qualitativo de Fenois Totais

O teste qualitativo foi realizada em placa cromatografica utilizando o FeCl; como
revelador e o teste quantitativo de fendis totais foi feito de acordo com a metodologia de
Singleton et al. (1999), com modificagdes.

3.3 Teste quantitativo e qualitativo de Flavonoides Totais

A andlise qualitativa foi realizada em placa cromatografica utilizando o NP-PEG como
revelador e andlise quantitativa foi feita pelo método calorimétrico com cloreto de aluminio,
utilizando a metodologia de Chang et al. (2002) adaptado para microplacas.

3.4 Atividade antimicrobiana

No ensaio antimicrobiano utilizou-se a técnica de difusdo em poco e a técnica de

difusdo em disco. A analise realizada na FIOCRUZ-AM.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os extratos das flores foram preparados por maceracdo a frio em hexano,
diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOEt) e metanol (MeOH), também sendo preparado
em uma quantidade menor um extrato em etanol (EtOH). O extrato etandlico das cascas foi
obtido a partir da extragdo por sohxlet. As formas de preparo dos extratos foram diferentes,
pelo fato da extracdo das substincias das flores ser mais fécil, devido a fragilidade de sua
estrutura, diferentemente das cascas.

Apds a preparacdo dos extratos foram feitas andlises qualitativas de fendis,
flavonoides e da atividade antioxidante, obtendo resultados positivo nas trés andlises, para os
extratos em AcOEt, EtOH e MeOH das flores e para o extrato em EtOH das cascas.
Posteriormente, fez-se a quantificagdo com os extratos, que foram obtidos resultados positivos
nos ensaios preliminares.

Na quantificacdo espectrométrica de compostos fenolicos, flavonoidicos e da atividade
antioxidante obteve-se os resultados que estdo expressos na tabela 1. O extrato que apresentou
o maior teor de fendis foi do extrato em EtOH das cascas, com uma porcentagem maior que
30%, nesse ensaio foi usado como padrao o acido galico. O extrato que apresentou maior teor

de flavonoides foi o de AcOEt, sendo usado com padrdo a quercetina.

Tabela 1 — Resultado da anélise quantitativa de fenois totais, da atividade antioxidante e de flavonoides totais.

Fendis (% + DPPH Flavonoides
Amostra
dp) (ng/mL=dp) (% = dp)
AcOEt 11,55+ 1,16 100,79 + 3,85 | 14,09 £ 0,44
Extratos das
EtOH 16,88 £1,90 30,92 £ 0,72 4,97 £0,03
Flores
MeOH 6,41 + 0,80 131,75 + 8,21 4,27+ 0,03
Extrato das
EtOH 30,26 = 1,47 15,77 + 0,45 2,51+0,07
Cascas
Padrio 100 7,73 + 0,04 100

O ensaio de atividade antioxidante quantitativo ocorreu pelo decréscimo da

absorbancia, assim usado o DPPHe como reagente e branco e a quercetina como padrdo. Os
resultados observados na tabela 1 permitem dizer, que os extratos etandlico foram os que

apesentaram melhores resultado.
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A atividade antioxidante dos extratos etanolicos, pode estar relacionada a presenca de
substancias fenolicas, uma vez que estes apresentaram os maiores percentuais de fendis. Tais
substancias apresentam importdncia na neutralizacdo de radicais livres, que pode ser
evidenciada neste ensaio de atividade antioxidante. Essa atividade deve estar relacionada a
presenga de outros compostos fendlicos, ndo sendo exclusivamente de flavonoides, pois os
extratos etandlico apresentaram baixa porcentagem de flavonoides.

Na literatura existem relatos de espécies da familia Fabaceae que apresentam potencial
como agentes antimicrobianos, atividade que esta relacionada a presenca de varias classes de
flavonoides (Virtuoso et al., 2005). Apesar de ter obtido nos extratos de média e alta
polaridade resultados positivos para flavonoides, obteve-se resultado negativo na atividade

antimicrobiana para todos os extratos, tanto das cascas quanto das flores.

4.1 Estudo fitoquimico das flores de Hymenolobium sericeum Ducke

No extrato de AcOEt das flores foi realizada uma coluna cromatografica, devido ao
alto teor de flavonoides. Nessa coluna obteve-se 15 fragdes, na qual cinco fragdes foram
reunidas para fazer outra coluna cromatografica. A partir desse segundo fracionamento,
obteve-se 13 fracdes, trés delas formaram cristais (7H, 71, 7J), com rendimentos de 16,26%,
24,79% e 23,24%, respectivamente. Na figura 4 pode-se observar o perfil cromatografico dos
trés cristais, sendo importante ressaltar, que em CCD estas fracdes apresentaram resultados

positivos tanto para compostos fendlicos quanto para flavonoides.

Eluente: hexano/CHCl3/AcOEt (3:2:7)

Revelador: Vanilina sulfurica

Figura 4 — CCD das fracdes que formaram cristais

Foi realizada outra coluna cromatografica (CC) com a amostra 7J , resultando em 13
fragdes e em um cristal na fracdo 9. As fragdes 7H e 9 foram recristalizadas em um gradiente
crescente de polaridade com hexano : cloroférmio : acetato de etila e posteriormente foi feito

a andlise de espectrometria de massas (EM) com a amostra 9 (figura 5).
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Figura 5 — Espectro de massas da amostra 9, no modo negativo

O espectro de massas da amostra 9 no modo negativo evidenciou apenas um pico de
m/z 269,11, como pode-se verificado na figura 5. Apds pesquisas na literatura, pode-se
relacionar essa massa com a de duas substancias, que sdo isomeros, apresentando estruturas
semelhantes: a apigenina, que ¢ uma flavona e a genisteina, que ¢ um isoflavondéide (figura 6).
Ressaltando que os isoflavonoides sdo de ocorréncia restrita, quase exclusivamente da familia
Fabaceae (Lima et al., 2011; Rinaldo et al, 2007). A genisteina foi confirmada por RMN de
'H apresentando os seguintes deslocamentos 6,21 (d, J =2,17), 6,33 (d, ] =2,17), 6,82 (d, J =
8,72), 7,35 (d, 8,72), e 8,73.

OH
o
HO o O/ HO O |
|
OH © L
oH O OH
1 2

Figura 6- Estruturas das possiveis substancias: apigenina (1) e genisteina (2)

4.2 Estudo fitoquimico das cascas de Hymenolobium sericeum Ducke

A partir do extrato etanolico das cascas realizou-se uma parti¢ao liquido-liquido, assim
obtendo 4 fra¢des (Hexano (A), CHCI; (B), AcOEt (C), e MeOH (D)), em seguida foi
realizada uma andlise do perfil cromatografico das fra¢des (figura 7). Apods essa analise pode-
se afirmar que a particdo teve uma boa separacdo, pois observa-se um perfil cromatografico

diferente para cada fragdo na CCD.
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Eluente: hexano/CHClI3/AcOEt (3:2:7)
Revelador: Vanilina Sulfurica

Figura 7 — CCD das amostras da parti¢do

Foi realizada a analise cromatografica com todas as fragdes da parti¢do, usando como
reveladores vanilina sulftrica, FeCl;, NP/PEG e DPPHe, para um estudo bioguiado. A partir
desse estudo inicial, obteve-se que as fracdes B e C apresentaram resultados positivos para
flavonoides e para atividade antioxidante.

Entdo com a amostra B fez-se um fracionamento em CC, assim obtendo 17 fragdes,
sendo que trés fragdes (5, 6 e 10) formaram precipitado (cristal). As fragdes da coluna B
foram analisadas por CCD, para anélise do perfil das fragdes, assim foram usados reveladores
especificos nessas andlises (vanilina sulftrica, FeCl;, NP/PEG e DDPHe), para o estudo
biomonitorado e analise do fracionamento.

Na figura 8, pode-se observar o resultado do fracionamento, que obteve-se uma boa
separagdo, resultando em fragdes semi puras e com resultado positivo para compostos

fenolicos e flavonoidicos, assim destacando as fragdes 4, 5 ¢ 6.

Vanilina
Sulfiirica

Figura 8 — Analise cromatografica das amostras da coluna da amostra B
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As amostras 5 ¢ 6 da coluna B, que apresentaram cristais foram recristalizadas e
analisadas por EM. Apoés essa analise observou-se que a amostra 6 era a mais pura, a partir
dos espetros gerados das amostras. O EM da amostra 6 mostrou no modo negativo um pico
majoritario de m/z 299,10 e a sua fragmentacao resultou em um pico de m/z 284,04 (figura 9).
Dados que ao serem comparados com a literatura, permite relacionar a substidncia com o
flavonoide 6-metoxiapigenina (Silva, 2008), estrutura ilustrada na figura 10. Essa amostra ja
foi enviada para analise em RMN de 'H e "°C uni e bidimensional, para sua elucidagdo

estrutural.

“[299.10 T 284.04

i 8 8 8 8 3

i 33 8 8
P88 8§ g

P33 8§

Figura 9 — Espectro de amostra 6 no modo negativo (1) e fragmentacdo do fon precursor de m/z 299 (2)

OH
~

HO 0 L
|
OCH3

OH ©O

Figura 10- Estrutura do flavonoide 6-metoxiapigenina

A amostra em AcOEt (C) da parti¢do, também foi fracionada em CC, obtendo-se 24
fragdes na qual foram analisadas por CCD. Apds realizar a CCD, observou-se um perfil
cromatografico semelhante entre algumas fragdes, entdo reuniu-se as fracdes que
apresentaram perfil parecido, resultando em 11 fragdes . As 11 fracdes foram analisadas
novamente por CCD, verificou que algumas fragdes estavam puras (3, 4 e 8 ), essas foram
analisadas por EM.

A fracdo 8 da coluna C segundo a analise realizada da EM, foi a que apresentou-se
mais pura apresentando no modo negativo um pico de m/z 289.12, massa que corresponde

(epi)catequina (Souza, 2008), resultado que igualmente sera confirmado por RMN.
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4. CONCLUSAO

A andlise quantitativa da atividade antioxidante foi realizada com os extratos das flores
em AcOEt, EtOH e MeOH e com o extrato em EtOH das cascas, devido ao resultado positivo
na analise qualitativa. Nessa analise, obteve-se o melhor resultado para o extrato etanolico das
cascas, seguido do extrato etanolico das flores. Esse fato pode estar correlacionado a maior
porcentagem de compostos fenolicos nos extratos etandlicos, em que obteve-se um teor

maior que 30% para o extrato das cascas e para o extrato das flores de aproximadamente 17%.

Na quantificagdo de flavonoides totais obteve-se uma porcentagem de 15% para o
extrato em AcOEt das flores e porcentagens mais baixas nos outros extratos. Pode-se dizer
que o teor maior de fenolicos ndo estd relacionado diretamente com a presenga de
flavonoides, fato que pode ser afirmado pela menor porcentagem de flavonoides nos extratos

etanolicos.

O ensaio de atividade antimicrobiana com os extratos levou a resultados negativos,
sugerindo que a baixa porcentagem de flavonoides podem estar relacionado a esse resultado,
Jj& que existem relatos na literatura dessa atividade para flavonoides. Outra possibilidade seria

a auséncia de flavonoides bioativos nessa espécie.

O estudo inicial quimico das flores de Hymenolobium sericeum Ducke levou a
obtencao de um flavonoide a genisteina que apresentou pico majoritario de m/z 269 no modo
negativo e que foi confirmada por RMN de 'H. A genisteina que ¢ um isoflavonoide, pode ser
considerada um marcador quimico da familia Fabaceae, j4 que os isoflavondides sdo de

ocorréncia restrita da familia.

O estudo quimico da composi¢do do extrato de média polaridade das cascas dessa
espécie resultou na obten¢do de dois flavonoides, um que apresentou pico majoritario de m/z
299 no modo negativo, sua fragmentagdo apresentou um pico majoritario m/z de 284. Dados
que corresponde a substincia 6-metoxiapigenina. O outro flavonoide apresentou pico no

modo negativo de m/z 289 correspondente a (epi)catequina.

Portanto, o estudo fitoquimico e das atividades bioldgicas da espécie Hymenolobium
sericeum Ducke, que ¢ espécie simbolo da UFAM, apresenta suma importancia, por ser o
primeiro relato fitoquimico e das atividades bioldgicas da espécie e do género. Sendo este o
estudo que leva a confirmagdo da presenca de substancias fendlicas, como de flavonoides e

quantifica tais substancias nos extratos.
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