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RESUMO

Flavondides sdao compostos fendlicos de ampla ocorréncia na
natureza exercendo diversas funcgdes fisiolégicas nos vegetais. Na familia
Leguminosae estes metabdlitos secundarios exercem o papel de
antimicrobianos  (fitoalexina e/ou fitoanticipinas) e como moléculas
sinalizadoras, na simbiose com bactérias do solo no processo de fixacao
biolégica do Nitrogénio. O género Lupinus, pertencente a esta familia, é
encontrado em todas as regides fisiograficas do estado do Rio Grande do Sul.
Entretanto, ndo existem relatos de estudos quimicos ou microbiolégicos. Neste
trabalho, foi analisado o perfil quimico de folhas, flores, raizes, nddulos e
legumes da espécie Lupinus lanatus. Foram isolados oito compostos fendlicos,
dois deles ndo foram identificados devido ao baixo rendimento, um derivado do
acido cafeico isolado a partir das raizes teve sua estrutura parcialmente
identificada. Quatro flavondides tiveram suas estruturas elucidadas por
métodos espectroscopicos e espectrométricos; trés flavonas-C-glicosiladas:
citisosideo a partir das flores e folhas, ramnosil-O-vitexina e ramnosil-O-
citisosideo, a partir das folhas; e a isoflavona angustona A, a partir dos
nddulos. Foi analisada a atividade antimicrobiana das flavonas pelo método da
bioautografia frente a Bradyrhizobium sp. e Agrobacterium sp., microrganismos
simbionte e patogeno, respectivamente, sendo que nenhum metabdlito obteve
resultado positivo, entretanto quando analisados pelo mesmo método frente a
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli o resultado
foi positivo para ramnosil-O-vitexina. Foi avaliada a atividade antioxidante pelo

método da DPPH para as flavonas, onde citisosideo obteve resultado positivo.

Palavras-chave: Leguminosae, Lupinus lanatus, flavondides, antimicrobiano, antioxidante.



ABSTRACT

Flavonoids are widespread natural phenolics responsible for
several physiological functions in plants. In family Leguminosae such
compounds are remarkable for their role as antimicrobians (phytoalexin and/or,
phytoanticipin) and as signal molecules for symbiosis between plants and soil
bacteria during nitrogen fixation process. The genus Lupinus belongs to this
family, occurring in all phytogeographic regions of Rio Grande do Sul. However,
there are no reports of chemical or microbiological studies on Lupinus. The
present work shows the chemical profile of leaves, flowers, roots, nodules and
pods of the species Lupinus lanatus. Eight phenolic compounds were isolated,
two of them could not be identified due to their low yield and a cafeic acid
derivative was partially elucidated. Four flavonoids were characterized by
spectroscopic methods; three C-glycosilated flavones: citysoside from flowers
and leaves, rhamnosyl-O-vitexin and rhamnosyl-O-citysoside from leaves, and
isoflavone angustone A from nodules. Antimicrobial activity of flavones was
analyzed by the bioautographic method against Bradyrhizobium sp. and
Agrobacterium sp., symbiotic and pathogen microorganisms, respectively. None
of the metabolites showed positive results. Nevertheles, antimicrobial activity
was observed for ramnosil-O-vitexin against Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae and Escherichia coli when tested by the same methodology.
Antioxidant activity of flavones was evaluated by DPPH assay, showing a

positive result for citysoside.

Key words: Leguminosae, Lupinus lanatus, flavonoids, antimicrobian, antioxidant.
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1 INTRODUCAO

Flavondides sdo compostos fendlicos de ampla ocorréncia entre
os vegetais com diversas fungdes fisiolégicas, podendo ser citadas protecéo
contra raios ultravioleta e visivel, protegdo contra insetos, atrator de animais
com finalidade polinizadora, antioxidante, agente alelopatico, controlador do
crescimento e desenvolvimento do vegetal (ZUANAZZI e MONTANHA, 2003).

Em plantas da familia Leguminosae (Fabaceae) estes metabdlitos
secundarios atuam no sistema de defesa do vegetal contra fitopatogenos,
podendo ocorrer de maneira constitutiva ou serem formados em resposta a
uma situacéo de estresse (DIXON e FERREIRA, 2002).

De uma maneira contrastante, nesta mesma familia, exercem o
papel de moléculas sinalizadoras, agindo como quimioatraentes de bactérias
do género Rhizobium. A bactéria infecta a raiz do vegetal, o que resulta na
formagdo de um nodulo, 6rgédo altamente especializado no qual ocorre a
fixagdo biologica do nitrogénio (HUNGRIA, 1994). Esta simbiose é
caracterizada pela especificidade, pois cada espécie de rizdbio € capaz de
nodular em geral um numero limitado de espécies desta familia (ZAAT et al.,
1988).

As Leguminosae sado, depois das Graminea, a familia de plantas
mais Uteis para o homem (LEON, 1987). No Brasil as culturas de feijéo, soja e
amendoim respondem por 52,8 % da area plantada de graos (safra 2002/2003)
(CONAB, 2004). A fixagao bioldgica do nitrogénio possibilita a redugdo de
fertilizantes nitrogenados nas lavouras (HUNGRIA e CAMPOS, 2003). A
descoberta de novas estruturas ativas e o conhecimento do sistema defesa da
planta podem conduzir a uma efetiva prote¢ao contra patdogenos (BAKER et al.,
1997).



Considerando o exposto e, tendo ainda a riqueza de estruturas
(HEGNAUER e GRAYER-BARKMEIJER, 1993) e as fungbes fisiologicas
contrastantes que esta classe de metabdlito secundario desenvolve em plantas
da familia Leguminosae, considera-se relevante um estudo fitoquimico em
Lupinus lanatus Benth., uma espécie de Leguminosae nativa do Estado do Rio

Grande do Sul, ainda ndo analisada quimicamente.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A revisdo bibliografica foi realizada nas seguintes bases de
dados: CAB ABSTRACTS (1990/2003-7), www.sciencedirect.com (1945-2004),
BIOLOGICAL ABSTRACTS (1998/01-2003/12), WEB OF SCIENCE, MEDLINE
(1993-2004), AGRICOLA: AGRICULTURAL ON LINE ACCESS,
http://pubs.acs.org/ (1980-2004/06). Em nenhuma destas bases de dados

foram encontrados estudos fitoquimicos referentes a Lupinus lanatus.

A presente revisao bibliografica esta baseada na biossintese de
flavondides na familia Leguminosae, bem como papel contrastante que estes
metabolitos exercem na interagdo planta-microrganismos, tendo como
finalidades dar prosseguimento aos estudos realizados por ZUANAZZI (1994),
MACHADO (1999) e CASTILHOS (2002) e como base para futuros estudos

pelo grupo dentro de espécies desta familia.
2.1 Flavondides

Flavondides sao compostos fendlicos que se caracterizam por
apresentarem 15 atomos de carbono em seu nucleo fundamental, constituidos
de duas fenilas ligadas por uma cadeia de trés carbonos entre elas, com as
unidades recebendo denominagédo e numeragao conforme descrito na Figura 1
(ZUANAZZI e MONTANHA, 2003). Os flavonoides diferem em seus
substituintes (na maioria das vezes grupamentos hidroxila ou metoxila) e na

natureza da posicao do agucar ligado a aglicona, podendo ocorrer na forma de

O-glicosideo ou C-glicosideo (SAMUELSSON, 1992).

5

Figura 1: Nucleo fundamental dos flavondides e sua numeracéo.



Estes metabdlitos secundarios sdo formados pela combinagao de
duas rotas biossintéticas, a do acetato, que origina o anel A com a do acido
chiquimico, que origina o anel B e os trés carbonos que ligam os dois anéis
originam-se do fosfoenol piruvato (SAMUELSSON, 1992).

A chalcona (Figura 2) é o metabdlito precursor formado na rota
de biossintese de flavonodides e as enzimas pertencentes a elaboragcdo das
estruturas estdo divididas em 3 importantes classes: as dioxigenases
dependentes de 2-oxoglutarato; as hidroxilases do citocromo P450; e redutases
dependentes de NADPH, Figura 3 (DIXON e STEELE 1999).

Figura 2: Nucleo fundamental das chalconas. Sua numeracéo é diferente dos
demais flavondides. Isto se deve ao fato que as primeiras chalconas
identificadas foram classificadas inicialmente como acetofenonas (ZUANAZZI
e MONTANHA, 2003)

Em vegetais ndo pertencentes a familia Leguminosae, a enzima
CHI (chalcona isomeraze) isomeriza somente 6’-hidroxichalcona a 5-
hidroxiflavanona (CHI com esta fungao é referida como do tipo |), entretanto em
Leguminosae, CHI converte tanto 6’-desoxichalcona e 6’-hidroxichalcona em 5-
desoxiflavanona e 5-hidroxiflavanona, respectivamente (referida como tipo Il)
(SHIMADA et al., 2003).

Os isoflavondides sdo formados por uma ramificacdo da rota
biossintética dos flavondides, originarios de uma flavanona intermediaria
central que é ubiquamente presente em plantas (Figura 4). Na biossintese dos
isoflavonodides primeiramente a flavanona perde o hidrogénio da posi¢cao C-3,
seguido de uma migragcdo do anel B de C-2 para C-3 e subsequente

hidroxilagdo da posicdo C-2. Esta reagao requer NADPH e oxigénio molecular



e ¢é catalisada pela enzima isoflavona sintase que consiste de 2-
hidroxisoflavanona sintase (2-HIS) e 2-hidroxisoflavanona desidratase (DIXON
e STEELE, 1999; DIXON e FERREIRA, 2002).

Acetato Acido Chiquimico

3 x Malonil-CoA 4-Cumaroil-CoA

CHS (+ CHRparaR = H)

HO.
OH O
5-Hidroxiflavona
FSI*
OH Chalcona
(o)

CHI

o OH
5-Desoxiflavanona
HO

o F3BH*

FSI* 5-Hidroxiflavanona

OH
(@)
Di-hidroflavonol
HO. l (o)
OH

5-Desoxiflavona OH o)

Flavonol

Figura 3: Representacdo esquematica da biossintese dos flavondides. As
enzimas sao: FSI, flavona sintase I; F3BH, flavanona 3B hidroxilase; FLS,
flavonol sintase; CHI, chalcona isomerase; FSIl, flavona sintase Il
*dioxigenases dependentes de 2-oxoglutarato, ** hidroxilases do citocromo
P450.

Ao contrario dos flavondides, os isoflavondides tém distribuicdo
taxonbmica restrita. Salvo rarissimas exceg¢des, sdo de ocorréncia exclusiva
em Leguminosae (ZUANAZZI e MONTANHA, 2003). Apenas 33 géneros em 20
familias de nao-Leguminosae, sdo conhecidos por conter tais metabdlitos
(IBRAHIM e TAHARA, 1994). Todavia, formam uma grande e ampla subclasse



dentro da familia dos flavonéides com grande variedade de estruturas
encontradas na natureza (BOLAND e DONNELLY, 1998).

A 4’-O-metilagdo do anel B dos isoflavondides ocorre em alfafa,
ervilha e outras Leguminosae, porém esta ausente em feijdo e soja (DIXON e
STEELE, 1999) e cerca de 60% das isoflavonas desta familia sdo do tipo 5-
desoxi (TAHARA e IBRAHIM, 1995).

NADPH, O,
IFS (2-HIS* + 2-HID)

R = OH, naringenina
R = H, liquiritigenina

R = OH, genisteina
2pH** R =H, daidzeina

g
(¢} X
OCHs
2'-Hidroxisoflavona 2'-Hidroxisoflavanona Pterocarpano

Figura 4: Representagdo esquematica da biossintese dos isoflavondides a
partir de uma flavanona. Enzima IFS: isoflavona sintase (consiste em 2-HIS,
2-hidroxisoflavona sintase; 2-HID, 2-hidroxisoflavona desidratase); IOMT,
isoflavona O-metiltransferase; 12¢pH, isoflavona 2'¢ hidroxilase; IFR,
isoflavona redutase; VR, vestitona redutase; DMID, 7,2'-di-hidroxi-4’-
metoxisoflavanol desidratase. ** hidroxilase do citocromo P450, # redutase
dependente de NADPH.

2.2 Familia Leguminosae

A familia Leguminosae ou Fabaceae é uma ampla familia de
ervas, arbustos e arvores com uma grande variedade de habitates, incluindo
aquaticas, xerofitas e trepadeiras (HEYWOOD, 1996). Sao depois das

Gramineae, a familia de plantas mais uteis para o homem, por ser fonte de



proteinas em suas sementes e folhas (LEON, 1987). E representada por
18.000 especies distribuidas em 650 géneros (BARROSO, 1991).

Esta dividida em trés subfamilias, Caesalpinioideae contendo 152
géneros sendo 4 cultivados e 2.800 espécies, distribuidas em regides tropicais
e subtropicais; Mimosoideae contendo 50-60 géneros sendo 2 géneros
cultivados, 2.800 espécies distribuidas em regides tropicais, subtropicais e
calido-temperadas; e Faboideae (ou Papilionoideae) contendo 482 géneros
sendo 19 cultivados e 12.000 espécies, sendo as herbaceas difundidas nas
regides temperadas, ao passo que as espécies lenhosas sao mais
representadas nas regides tropicais. Essa subfamilia abrange espécies com
caracteristicas consideradas mais avangadas dentro das Leguminosae
(BARROSO, 1991).

Dentro das Caesalpinioideae, somente oito géneros séao
conhecidos por formar nodulos, sendo todos representantes arvores. Entre as
Mimosoideae, todas as tribos possuem representantes capazes de formar
nodulos. Ja a subfamilia Faboideae, a unica excegao € a tribo Dipterygeae,
onde ha auséncia em todos os géneros. O fato é que a nao formagao de
nodulos é uma caracteristica em todos os grupos primitivos de todas as
subfamilias de Leguminosae (SPRENT, 2000).

A subfamilia Faboideae é especialmente importante porque suas
sementes e legumes de muitas espécies herbaceas sido fontes de alimentos
para homens e animais. Elas sdo de particular valor em areas com deficiéncia
de proteinas no globo. Entre as espécies mais utilizadas na alimentagéo
humana estdo a ervilha (Pisum sativum), grao-de-bico (Cicer arietinum), feijao
(Phaseolus vulgaris), lentilha (Lens culinaris), soja (Glycine max) e amendoim
(Arachis hypogaea) (HEYWOOQOD, 1996).

2.3 O género Lupinus L.

Lupinus Tourn., pertencente a familia Leguminosae subfamilia

Faboideae, € um género de ervas ou arbustos anuais ou perenes.



O maior numero de espécies ocorre na costa e regides do oeste
da América do Norte, do Alasca a fronteira do México; no México; no Peru e
regides vizinhas; no Brasil, Uruguai e Argentina. No Velho Mundo somente 12
espécies sao conhecidas, estando situadas em torno do Mediterraneo e leste
da Africa. Sendo assim, o género cobre uma ampla zona climatica: do clima
subartico do Alasca e das Montanhas Rochosas, em torno do Mediterraneo e
climas semidesérticos, nas montanhas do leste da Africa, México e Andes e
finalmente a planicie subtropical do leste sul Americano e sudeste dos Estados
Unidos (GLADSTONE, 1998).

No Brasil, as espécies de Lupinus sao encontradas em solos
pobres como os serrados e campos rupestres (MONTEIRO e MONTEIRO,
1986).

Uma caracteristica universal dos lupinos € que sao plantas de
habitates abertos e ensolarados, intolerantes a muita protecdo e em florestas
crescem em clareiras, especialmente como planta pioneira em solos
recentemente perturbados (GLADSTONE, 1998).

O nome Lupinus é derivado do latim Lupus (lobo), em aluséo a
capacidade de penetracdo da planta em todos os ambientes, bastando que
haja leve camada de solo (BARROSO, 1991).

GLADSTONE (1998) dividiu os lupinos do velho mundo em dois
grupos de acordo com a morfologia do revestimento da semente, o grupo
rough-seed ou semente rugosa e smooth-seed ou semente lisa, de onde,

segundo o autor, teriam se desenvolvido os lupinos Americanos.

Os lupinos Americanos podem ser divididos ainda em dois outros
grupos, aqueles com folhas compostas ou multifoliados e aqueles com folhas
simples ou unifoliados (MACIEL e SCHIFINO-WITTMANN, 2002).

No Rio Grande do sul, o género esta representado por 13

espécies distribuidas em todas regides do estado, sendo a maior concentragéo
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na regidao dos Campos de Cima da Serra (PINHEIRO e MIOTTO, 2001). Neste

estado a planta é conhecida popularmente como "tremogo" (BACKES, 1999).
2.3.1 Utilizagé&o do género Lupinus

As espécies de Lupinus de potencial significancia ocorrem quase
exclusivamente na Africa e no Mediterraneo e incluem todas as espécies
conhecidas daquela regido. No continente Americano somente L. mutabilis tem
suas sementes utilizadas na alimentagdo ha séculos pela populacdo Andina
onde & comumente chamado de farwi ou chocho (GLADSTONE, 1998).

No sudoeste Australiano, Lupinus angustifolius é utilizado em
rotacdo de cultura com cereais, sendo o segundo mais importante grao
cultivado apos o trigo. A sua utilizagdo se da pela sua alta capacidade de fixar
o nitrogénio (UNKOVICH et al., 1995).

Como registro histérico, no Brasil L. angustifolius teve suas
sementes utilizadas na falsificacdo do café (PIO CORREA, 1984).

De uma maneira geral as espécies de Lupinus tém sido utilizadas
como forragem, adubo verde, ornamental e comestiveis (PIO CORREA, 1984),
porém no continente Europeu, L. hirsutus e L. angustifolius, sao utilizados
popularmente como antidiabéticos (SOULELES, 1990; WOLDEMICHAEL e
WINK, 2002).

2.3.2 Metabolitos secundarios de ocorréncia no género Lupinus

Os alcaldides deste género possuem o nucleo do tipo
quinolizidinico (norlupinano), que consiste em dois anéis saturados de seis
membros divididos por um atomo de nitrogénio e quinolizidinicos tetraciclicos.
Derivados do aminoacido lisina, sendo frequentemente chamados de alcaldides
lupinicos devido a sua ampla ocorréncia em espécies de Lupinus
(SAMUELSSON, 1992).

Espécies contendo baixas concentragdes de alcaldides, < 200 mg

de alcaldides Kg™', sdo conhecidos como sweet - L. albus, L. angustifolius, L.
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luteus e variedades de L. mutabilis. Estas espécies sdo utilizadas na
alimentagdo a mais de 3000 anos. As espécies contendo 5-40 g de alcaldides
Kg™' sdo conhecidas como bitter (PETTERSON, 1998; ALLEN, 1998). Mesmo
em espécies sweet sao extraidos os alcaléides das sementes para eliminar o
sabor amargo (TELLO et al., 1980; PETTERSON, 1998).

Estes metabdlitos desempenham um papel quimiotaxonémico
interessante. Em um estudo com 56 espécies de Lupinus do Velho e Novo
Mundo, ficou determinado que os alcaléides quinolizidinicos tetraciclicos
podem ser detectados em quase todos; o biciclico lupinina e derivados sao
abundantes em espécies do Velho e no Novo Mundo encontram-se em
espécies da América do Norte; Multiflorina e derivados s&o de distribuicdo mais
restrita e sdo encontrados no Velho Mundo e em Lupinus da América do Sul,
sendo que os Norte-americanos ndo acumulam estes alcaldides em proporgéao
substancial (Figura 5); alcaldides quinolizidinicos com esqueleto a-piridona,
como anagirina e citisina, s&o tipicos em varios géneros de Papilionoideae e
geralmente ausentes no género Lupinus. Entretanto, espécies do Novo Mundo
e apenas uma do Velho Mundo (tragos) acumulam estes alcaldides; a maior
parte dos Lupinus produzem alcaldides bipiperidinicos como amodendrina e
derivados que sao encontrados em alguns representantes Norte-americanos
(WINK et al.,1995).

Em Lupinus angustifolius foram identificados 4 glicosideos
triterpénicos, sendo que 2 exibiram moderada atividade antifungica contra
Candida albicans (WOLDEMICHAEL e WINK, 2002).

CH,OH
H =
' R O,
N AN ;'
(0]
Lupinina Multiflorina Lupanina

Figura 5: Nucleo de alcaldides de Lupinus; lupinina encontra-se em espécies
do Velho Mundo e América do Norte; multiflorina Velho Mundo e América do
Sul e lupanina presente em todos os Lupinus.
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2.3.3 Flavondides de ocorréncia no género Lupinus

Uma caracteristica marcante no género é a ocorréncia de
flavanonas e isoflavonas com cadeias laterais preniladas (3,3-dimetilalila) e
derivados destes compostos em que o grupo prenila pode ser ciclizado ou
oxigenado, resultando em grande perfil estrutural (Figura 6). Algumas dessas
substancias apresentam atividade antimicrobiana e estao relacionadas com o
sistema de defesa do vegetal (TAHARA et al., 1989; 1994).

R, = CH2CHC(CH 3)5, R; = OH, R3 = H, luteona Lupinisoflavona A
R1 =Rz = CH,CHC(CH 3),, R, = OH, 2'-hidroxilupalbigenina

R4 =H, R, = OH, licoisoflavona B
R4 = CH,CHC(CH 3),, R, = OH, angustona B
R4 =R, = H, isoderrona

H

, lupinisol A
OH, lupinisol B

OH O OH O
Y Lonchocarpol A Lonchocarpol G, e C;

Figura 6: Algumas flavanonas e isoflavonas preniladas e derivados
encontradas no género Lupinus.

Os isoflavondides com cadeia lateral originada de um grupamento
prenila ou geranila sdo denominados de flavondides complexos. Como
isoflavona sintase, prenila e geranila transferases sédo de distribuigao restrita, o
resultado € um pequeno numero de plantas que expressam este tipo de
isoflavonodides. Dos isoflavondides conhecidos, 56% de Leguminosae e 17% de
nao-Leguminosae, sdo do tipo complexo (TAHARA e IBRAHIM, 1995). A

Figura 7 esquematiza a provavel biossintese deste tipo de cadeia lateral.
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HO

-Hp0

Figura 7: Esquema da provavel biossintese de isoflavonoéides complexos em
Lupinus. A prenilagdo pode ocorrer em C6 e ou C3. Em A, a formacgdo de
nucleos pirano; em B a formacgao de nucleos furano; e C a cadeia dimetilalila
oxigenada. A posigcao da cadeia lateral dependera do perfil de oxigenagao do
anel aromatico (R = H ou OH) e da(s) enzima(s) envolvida(s).

Estudos utilizando cultura de tecido de raiz de L. albus indicam
que a prenilagdo s6 ocorre apos a estrutura do isoflavondide ser parcialmente
ou completamente sintetizada, e que para cada posicao, 6, 8 e 3’, existe uma
preniltransferase especifica, Figura 8 (LAFLAMME et al., 1993; TAHARA e
IBRAHIM, 1995).

Substituintes 4’-metila impedem a adigcdo do grupamento prenila
na posicao 3’, provavelmente por serem volumosos, e a preniltransferase
possui maior afinidade por isoflavona do que outra estrutura de (iso)flavonoide
(LAFLAMME et al., 1993).



\J

Preniltransferase

3,3-dimetilalila (prenila) Isoflavona

Figura 8: Esquema de prenilagdo de uma isoflavona. O doador do radical é
dimetilalila pirofosfato (DMAPP), para cada posi¢cdo 6, 8 e 3’ existe uma
preniltransferase distinta.

Os flavondides podem ser utilizados como marcadores
taxondbmicos no género. Em espécies do Velho Mundo, trés classes de
flavonodides sao detectados, flavonas em 82%, flavondis em 36% e flavonas C-
glicosideo em 55%. O grupo de semente rugosa caracteriza-se por apresentar
luteolina, 5, 7, 2’,4’-tetrahidroxiflavona flavonas C-glicosideo e auséncia de
flavondis. Dentre o grupo de semente lisa ha trés perfis, (a) grupo que possui
somente flavonois, (b) flavonas e flavondis e (c) somente flavonas. Ja nos
representantes Americanos, de 13 espécies estudadas, flavonas C-glicosiladas
sao os componentes mais caracteristicos das folhas e flavondis ndo foram
detectados (WILLIAMS et al., 1983).

Ocorrem também flavonas di-C-glicosiladas como apigenina 7-O-
B-apiofuranosil-6, 8-di-C-B-glicopiranosideo e apigenina-7-O-f-apiofuranosil-6-
C-B-glicopiranosil-8-C-(6""-O-feruloil)-B-glicopiranosideo (KAMEL, 2003).

2.4 Lupinus lanatus Benth.

Caracteriza-se por erva perene, ereta, ramificada ao longo do
caule, com 10-60 cm de altura, chegando a desenvolver touceiras com mais de
1 m de didmetro. Caule densamente lanoso. Folhas da base unifoliadas e
trifoliadas, visiveis somente nos individuos jovens. Flores azul-celeste,
raramente brancas, estandarte com mancha central branca; calice
internamente glabro, externamente densamente lanoso. Ovario com 8 évulos.
Legumes 54-74 x 10-11,5 mm, densamente lanosos. Semente elipiticas
(PINHEIRO e MIOTTO, 2001).
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2.5 Simbiose Leguminosae-Rhizobium

Uma caracteristica das plantas pertencentes a familia
Leguminosae é sua aptiddo em formar nddulos fixadores de nitrogénio em
simbiose com bactérias do solo (SPRENT, 2000). Estes microorganismos estao
classificados em seis géneros: Allorhizobium, Azorhizobium, Bradyrhizobium,
Rhizobium, Mesorhizobium e Sinorhizobium (CHUEIRE et al., 2003), sendo
coletivamente chamados de rizébios (SAHGAL e JOHRI, 2003).

Membros de 13 géneros de outras familias além das
Leguminosas também s&o capazes de fixar o nitrogénio (GIBSON, 1980),
entretanto, o género Parasponia Miq. da familia Ulmaceae é a unica nao
Leguminosae capaz de estabelecer simbiose com rizébio (MICHIELS e
VANDERLEYDEN, 1994; SPRENT, 2000).

A fixagdo ocorre em um 6rgao desenvolvido pela planta chamado
de nédulo, que contém compostos novos que ndo sao encontrados na bactéria
nem na planta ndo infectada. Nele forma-se uma nova organela chamada de
simbiossoma que consiste de bacteridides (rizobio em sua fase simbidtica)
envoltos por uma membrana peribacteridide onde carbono e outros nutrientes
sdo passados para bactéria e o nitrogénio transferido para a planta hospedeira
(DOYLE, 1998). Geralmente este novo 6rgéo é desenvolvido nas raizes, porém
nos géneros Aeschynomene e Sesbania, que se desenvolvem em solos
alagados, e na aquatica Neptunia, o nédulo se desenvolve no caule (AUER e
SILVA, 1992).

Para que ocorra a redugdo do nitrogénio atmosférico no interior
do nédulo um complexo enzimatico € necessario. O complexo nitrogenase, que
realiza este processo, é constituido por duas enzimas, uma redutase que
fornece elétrons e uma nitrogenase que usa estes elétrons para reduzir N, para
NH;". O complexo enzimatico é muito sensivel & inativacdo pela presenca de
oxigénio, e desta forma as Leguminosae mantém uma concentragdo muito
baixa do gas livre por liga-lo a uma proteina, a lego-hemoglobina, um pigmento

vermelho encontrado no nédulo (STRYER, 1996). Contudo, muitos outros

16



compostos sao conhecidos em Leguminosae por evitar o estresse oxidativo no
nodulo, podendo ser citadas glicoproteinas e compostos fendlicos
(STAFFORD, 1997)

Diversos eventos essenciais precedem a fixagao do nitrogénio na
simbiose Rhizobium-Leguminosae. Entre eles se incluem o reconhecimento
mutuo entre hospedeiro e simbionte, a aderéncia especifica do rizobio aos
pélos da raiz, a deformacgao e infeccdo dos pélos da raiz e a formacédo do
nédulo (DAZZO, 1980).

O reconhecimento entre o hospedeiro e simbionte ocorre antes
que qualquer mudanca visual seja observada nas raizes (HUNGRIA, 1994). O
processo inicia com uma troca de sinais moleculares. O vegetal elimina
substancias identificadas como flavondides, os quais s&o reconhecidos por
proteinas regulatérias do rizébio, denominadas de NodD. Ambos iniciardao a
transcricdo dos genes nod (nod de noduladores). A maioria dos genes nod esta
envolvida na sintese de proteinas conhecidas por fatores Nod, que retornam ao
vegetal ativando a organogénese do nddulo (PUEPPKE et al, 1998;
ZUANAZZI et al., 1998; STOUGAARD, 2000).

Cada espécie elimina um grupo de flavondides em torno de sua
rizosfera, porém somente determinado grupo é reconhecido pela proteina
NodD (LONG, 2001). Por exemplo, dadzeina e genisteina sado produzidos pela
soja (Glycine max), que sao efetivos indutores dos genes nod de
Bradyrhizobium japonicum, mas inibem a expressdao dos genes nod de
Sinorhizobium meliloti, que por sua vez, é induzido por luteolina (HIRSCH et al.,
2001). Todas bactérias do género rizébio produzem fatores Nod com uma
estrutura basica similar (lipoquitooligossacarideos), porém com modificagdes
em suas cadeias laterais. Experimentos demonstraram que estas modificagdes
também fornecem certo grau de especificidade a planta hospedeira (LONG,
2001).

Esta comunicagdo molecular entre procarioto e eucarioto torna a

simbiose, ao contrario da micorrizacao (interagao entre vegetais e fungos para
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absorcao do fésforo), altamente especifica (STOUGAARD, 2001) o que tem
despertado interesse tanto econdmico como ecologico nos ultimos anos
(LONG, 2001).

2.5.1 Flavondides na simbiose Leguminosae-Rhizobium

A descoberta feita por Peters e colaboradores (1986) de que um
flavonoide, a luteolina (5,7,3’,4’-tetra-hidroxiflavona), atua como indutor dos
genes nod de R. meliloti, na simbiose Medicago sativa-R.meliloti, contrastava
com o conhecimento da época, pois até entdo os flavondides estavam

relacionados com o sistema de defesa do vegetal.

Apos este estudo pioneiro, numerosas estruturas de flavonéides
tém sido identificadas como indutores, como chalconas, flavanonas, flavonas,

flavondis e isoflavondides, conforme pode ser constatado na Tabela 1.

Outras fungdes atribuidas aos flavondides na simbiose sdo de
agirem como quimioatraentes (MALEK, 1989) e como estimuladores da taxa de
crescimento da bactéria (HARTWIG e PHILLIPS, 1991).

Tabela 1: Flavonoides indutores dos genes nod obtidos de leguminosas

Hospedeiro - Flavonadide Nome comum Referéncia
simbionte
Medicago sativa - R. 5,7,3" 4’ -tetra-hidroxi- Luteolina Peters et al., 1986
meliloti flavona Hartwig et al., 1990
3’-metoxi-5,74’-tri-hidroxi- Crisoeriol Hartwig et al., 1990
flavanona
7.4’ -di-hidroxi-flavanona Liquiritigenina Maxwell et al., 1989
7.,4’-di-hidroxi-flavona
4 ,4’-di-hidroxi-2’-metoxi- Metoxichalcona
chalcona
Pisum sativum - R. 5,74 -tri-hidroxi-flavona- Apigenina 7-O- Firmin et al., 1986
leguminosarum bv. 7-0O-glucosideo glucosideo
viceae 5,7,3,4’-tetra-hidroxi- Eriodictiol
flavanona
Phaseolus vulgaris - R. | 3,5,7,3',4’,5’-hexa-hidroxi- Delfinidina Hungria et al., 1991a
leguminosarum bv. flavilum-3-O-glicosideo
phaseoli 3,5,7,4',5-penta-hidroxi- Cianidina
flavilium-3-O-glicosideo
3,5,7,4’-tetra-hidroxi- Malvidina
flavilium-3-O-glicosideo
3,5,7,3",4’,5’ hexa-hidroxi- Miricetina Hungria et al., 1991b
fIavona—3-O—incosideo
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Tabela 1. Continuagao.

Hospedeiro -
simbionte

Referéncia

Phaseolus vulgaris - R.
leguminosarum bv.
phaseoli

Flavonoide Nome comum
3,5,7,3 4’ -penta-hidroxi- Quercetina
flavona-3-O-glicosideo
3,5,7,4’-tetra-hidroxi- Canferol

flavona-3-O-glicosideo

5,4’-di-hidroxi-isoflavona-

Genisteina-7-0-

Hungria et al., 1991b

7-O-glicosideo glicosideo
5,7,3" 4’ -tetra-hidroxi- Eriodictiol
flavona
5,7 4 -tri-hidroxi-flavanona Narigenina
Vicia sativa - R. 3,5,7,3'-tetra-hidroxi-4’- Zaat et al., 1988
leguminosarum bv. metoxi-flavavanona
viceae 7,3’ -di-hidroxi-4’-metoxi-
flavanona
Trifolium repens - R. 7,4’-di-hidroxi-isoflavona Redmond et al., 1986
leguminosarum bv. 7,4’-di-hidroxi-3’-metoxi- Geraldona
trifolii flavona
4’-hidroxi-7-metoxi-
flavona
Glicine max - B. 7,4’-di-hidroxi-isoflavona Daidzeina Kosslak et al., 1987
Japonicum - R. fredii - 5,7,4’-tri-hidroxi- Genisteina Kape et al., 1992

B. japonicum

isoflavona

4,2’ 4'-tri-hidroxi-chalcona

Isoliquiritigenina

A aderéncia do rizébio ao pélo da raiz do hospedeiro, que é um
passo limitante, € aumentada quando estes metabdlitos secundarios sao
adicionados (WISNIEWSKI e DELMOTTE, 1996).

2.6 O sistema de defesa do vegetal

Durante seu desenvolvimento, os vegetais sofrem doencgas
causadas por diversos agentes como fungos, bactérias, virus e nematddeos
(INGHAM, 1981; BAKER et al., 1997). Como um obstaculo primario, o vegetal
possui um revestimento formado por cutina, suberina e cera, que sao
substancias lipofilicas que formam uma barreira fisica com o meio ambiente
impedindo a entrada de patégenos (TAIZ e ZEIGER, 1998).

Entretanto, caso ocorra sucesso na infeccdo, o patdégeno
desencadeara uma complexa série de respostas de defesa que tornarao o local

desfavoravel ao seu crescimento e reprodugao (TAIZ e ZEIGER, 1998).
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Dependendo da localizagdo da célula em relagdo ao local do

dano, ocorrera um tipo de reacao de defesa.

A resposta imediata ocorre na célula invadida. Dentre outras
sequUéncias de passos importantes, ocorre a formacao de espécies reativas de
oxigénio, principalmente superoxido (O, *°) e peroxido de hidrogénio (H20.), e a
resposta hipersensitiva que resulta na morte da célula. As espécies reativas de
oxigénio podem ser benéficas para o vegetal (por serem toéxicas ao patégeno e
desencadear o aumento da parede celular) contudo, estas moléculas reativas
sao altamente destrutivas para lipideos, acidos nucléicos e proteinas, que pode
afetar o crescimento e desenvolvimento e até mesmo a morte da planta
(HAMMOND-KOSACK e JONES, 2000; BRAY et al., 2000).

A resposta local ocorre nas células que circundam as células
invadidas, os eventos que se destacam sdo a producido de moléculas
sinalizadoras (acido benzdéico e &acido salisilico), produgcdo de horménios
(etileno e acido jasmoénico) e ativagdo do metabolismo secundario
(HAMMOND-KOSACK e JONES, 2000).

Resposta sistémica ocorre em células distantes do local do dano,
as vezes em tecidos distantes e até mesmo em plantas vizinhas (HAMMOND-
KOSACK e JONES, 2000). Ocorre a formacdo de enzimas hidroliticas,
quitinases e glucanases, que atacam a parede celular do patogeno. Estas
enzimas pertencem a um grupo de proteinas que esta intimamente relacionada
com a infecgao e sdo conhecidas como proteinas PR (pathogenesis-related)
(TAIZ e ZEIGER, 1998).

Dentro de seu arsenal de defesa, os vegetais sintetizam
substancias com atividade antimicrobiana pertencentes ao metabolismo
secundario, compreendendo varias classes, como fendlicos, saponinas,
glicosideos cianogénicos, acidos hidroxindmicos, sesquiterpenos,
isoflavonodides, inddlicos contendo enxofre e muitos outros compostos,

exemplificados na Figura 9.
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Figura 9: Diversidade de constituintes antimicrobianos provenientes do metabolismo
secundario. Algumas substancias sdo constitutivas, outras induzidas. 1 Risitina (Nicotiana
tabacum); 2 Momilactona A (Oryza sativa); 3 Acido mecagénico 3-O-glicosideo (Dolichos
kilimandscharicus); 4 Avenacina (Avena sativa);5 Tulipsosideo A (Tulipa spp.); 6 Acido
clorogénico (Nicotiana tabacum); 7 Wyerona (Vicia faba); 8 Sakuranetina (Oriza sativa; Ribes
nigrum); 9 Aurona (Cephalocereus serilis); 10 Luteona (Lupinus albus); 11 Cromena (Piper
anduncum); 12 Resveratrol (Vitis veniferis); 13 Maackiaina (Cicer arietinum); 14 Batatasina IV
(Dioscorea batata); 15 Benzofurano (Cotoneaster spp.); 16 Xantona (Polygala nykensis); 17
Sanguinarina (Papaver bracteatum); 18 Berberina (Berberis spp); 19 Camalexina (Arabidopsis
thaliana); 20 Brassilexina (Brassica spp); 21 Antranilamida (Dianthus caryophillus); 22 DIMBOA
(Zea mays).
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Tais substancias podem ser pré-formadas, encontradas de uma
maneira constitutiva, como foi demonstrado por HARBORNE e col. (1976)
quando identificaram a isoflavona luteona em pléantulas de Lupinus albus.
Como estes compostos estdo se antecipando ao ataque, formando uma
barreira quimica, sdo denominados de fitoanticipinas (DAKORA e PHILLIPS,
1996; OSBOURN, 1999; DIXON e FERREIRA, 2002); ou sintetizadas apos o
tecido vegetal sofrer infeccdo microbiana, as fitoalexinas (VANETTEN et al.,
1994).

Para alguns compostos é dificil determinar se sao fitoalexinas ou
ocorrem de maneira constitutiva, por exemplo, 0 mesmo composto pode ser
pré-formado em uma espécie e fitoalexina em outra, adicionalmente, o
composto pode ser fitoalexina em um 6rgéo e constitutivo em outro, em uma
mesma espécie (GRAYER e HARBORNE, 1994).

Entretanto a producdo de antimicrobianos n&o esta restrita a
compostos do metabolismo secundario, o octacicloenxofre (Figura 10), uma
substancia inorganica acumulada em células vegetais primeiramente
encontrada no xilema de Theobroma cacao-Veticillium dahliae (COOPER et al.,
1996), foi também evidenciada em outras trés familias (Solanaceae, Malvaceae
e Leguminosae), indicando que a formagao do enxofre pode estar amplamente
distribuido em vegetais como componente de resisténcia (WILLIAMS e
COOPER, 2003).

Figura 10: Octacicloenxofre, composto inorganico com atividade fitoprotetora.
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E importante salientar que a distincdo entre fitoalexina e
fitoanticipina, ndo esta baseada em sua estrutura quimica, e sim em como ela é
produzida (VANETTEN et al., 1994).

2.6.1 Flavondides e o sistema de defesa do vegetal

Uma caracteristica de plantas pertencentes a familia
Leguminosae é a produgao de isoflavonoides como fitoalexina ou fitoanticipina.
Pterocarpanos como gliceolina, medicarpina em Glycine e Medicago
(STAFFORD, 1997), pisatina em Pisum (INGHAM, 1981) (Figura 11) e as
isoflavonas preniladas em Lupinus (ja apresentadas no item 2.3.3) representam

0s seus principais metabdlitos de defesa.

De acordo com as observacgdes feitas por INGHAM (1981), a
formagdo destes metabdlitos secundarios pode prover de consideravel

informacéao sobre sistematica dentro da sub-familia Faboideae.

\
o o HO o H;CO. o
OH OH
Z 4@\ = | O>
| O N AN

o] 0
X oH OCHjg

1 2 3

Figura 11: Pterocarpanos gliceolina (1) e medicarpina (2) e pisatina (3),
principais metabdlitos de defesa em soja, alfafa e ervilha, respectivamente.

2.7 CONSIDERACOES FINAIS DA REVISAO BIBLIOGRAFICA

A maior parte dos estudos quimicos recentes encontrados para o
género referem-se a espécies originarias do continente Europeu, apesar da

maior concentragcao de espécies estar localizada no continente Americano.
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Estes estudos sao referentes aos flavondides complexos, que estédo

relacionados ao sistema de defesa do vegetal.

Durante a revisdo bilbliografica foram encontrados dados
relacionados ao metabolismo das Leguminosae, DIXON e STEELE (1999) cita
a auséncia de 4’-metoxisoflavonas em feijao e soja e a ocorréncia delas nas
demais Leguminosae, ja TAHARA e IBRAHIM (1995) cita que 60% das
isoflavonas desta familia sdo do tipo 5-desoxi. Nao foram encontrados no
género Lupinus 4’-metoxisoflavonas e 5-desoxi(iso)flavondides, o que pode
sugerir a auséncia das enzimas isoflavona O-metiltransferase (IOMT) e

chalcona isomerase Il (CHII) ou chalconas oxigenadas na posi¢ao 6.

Nao foram encontradas estruturas do tipo flavonol em Lupinus
americanos, o0 que corrobora com o estudo de WILLIAMS e colaboradores
(1983).

O conhecimento do conteudo de alcaldides e flavondides no
género se mostram uma ferramenta taxonémica muito util, conforme se pode
constatar na Tabela 2.

Tabela 2: Distribuicdo de flavondides e alcaldides em representanes do Velho

mundo, Norte-americano e Sul-americano, servindo como marcadores
quimiotaxondnicos.

Velho Mundo Norte-americano Sul-americano
Alcaléide Lupinina Lupinina Ausente
Multiflorina Ausente Multiflorina
Flavonéide Flavonol Ausente Ausente
Flavona Flavona C-glicosideo* Flavona C-glicosideo*

*Aparecem como compostos majoritarios.

24



3 OBJETIVOS




3 OBJETIVOS

O objetivo principal deste trabalho é o estudo quimico dos
compostos fendlicos presentes em Lupinus lanatus Bentham. De outra parte, é
proposto o estudo do papel fisiolégico dos compostos isolados na interagdo do
vegetal com microrganismos, bem como avaliagdo de possivel atividade

antioxidante dos mesmos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Solventes e reagentes

Utilizou-se para a realizagao deste trabalho os solventes: acetato
de etila, diclorometano, cloroférmio, hexano, n-butanol, metanol de marca
Merck®, Nuclear®, Quimex® e Synth® de grau p. a. e etanol comercial. Para
CLAE os solventes utilizados foram acido trifluoroacético, metanol grau CLAE
de procedéncia Omnisolv® e agua Milli-Q®. Substancias referéncias de glicose,

galactose e ramnose, de procedéncia Merck®.

Para fracionamento em coluna cromatografica utilizou-se gel de
silica 60 com tamanho de particula entre 70-230 mesh-ATSM de procedéncia

Merck® e para cromatografia de excluséo Sephadex® LH 20.

Para cromatografia em camada delgada (CCD) foram utilizadas
placas de vidro (20x20 e 5x5 cm), preparadas com auxilio de conjunto
Desaga®, tendo como fase fixa gel de silica GFs4 de procedéncia Merck® com
espessura de 0,25 mm e 0,5 mm. Utilizou-se também cromatoplacas de gel de
silica GF2s4 € HPTLC Merck® (60F2s4). Os cromatogramas foram observados
sob luz ultravioleta (254 e 366 nm) e a determinagdo da presenga dos
compostos fendlicos foi efetuada nebulizando as placas com os reagentes
cromogénicos cloreto férrico e cloreto de aluminio. Para visualizagdo dos

acucares foi utilizado como reagente cromogénico anisaldeido sulfurico.

Para cromatografia liquida a vacuo foi utilizado como fase fixa

gel de silica GFs4 de procedéncia Merck®.

Para a atividade antioxidante utilizou-se a DPPH de procedéncia
Flucka®. Para atividade antimicrobiana, foi empregado meio de cultura Grove-

Randall n° 11 de procedéncia Merck® e Levedura-Manitol (Anexo 1)
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4.2 Equipamentos
4.2.1 Espectroscopia no Ultravioleta

Utilizou-se espectrofotometro HEWLETT PACKARD UV-VIS
modelo HP 8452-A gerenciado por software Chemstation, com varredura de
diddos em série entre 200 e 400 nm, para as substancias LL1, LL10 e LL11.
Para a substancia LL8, utilizou-se o espectrofotémetro HEWLETT PACKARD
UV-VIS modelo HP 8451-A com varredura de diédos em série entre 200 e 400

nm.
4.2.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Empregou-se equipamento Alliance 2690 (Waters®) gerenciado
por software Empower® Pro e detector Waters® 996 (UV-diddos em série),

acumulados entre 200 e 600 nm, cada 4,8 nm com 1 espectro/segundo.

O cromatdgrafo foi equipado com coluna Novapack® (Waters®)
contendo fase reversa Cqg (5 uym), com dimensdes de 3,9 x 150 mm, protegida
por pré-coluna preenchida com fase reversa Cis. A programacgao utilizada

encontra-se na Tabela 3.

Tabela 3: Gradiente utilizado para o desenvolvimento
dos cromatogramas.

Tempo Fluxo Eluente A* | Eluente B**
(minutos) (mL/min) (%) (%)
0 0,7 90 10
7 0,7 70 30
8 0,7 0 100
18 0,7 0 100

* Agua: metanol: TFA (90:10:0,01)
** Metanol:TFA (100:0,01)

4.2.3 Espectrometria de Massas

As analises foram realizadas em equipamento VG Autospec por
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4.2.4 Espectroscopia de RMN 'H e RMN "*C

Todos o0s espectros foram desenvolvidos a temperatura
ambiente, em solventes deuterados empregando como referéncia o tetra-
metil-silano (TMS). Na obtencdo dos espectros de LL1, LL10 e LL11 foi
utilizado espectrémetro BRUKER® (*H - 400 MHz e *C — 100 MHz) e DMSO-
ds como solvente. Para as substancias LL7 e LL8 utilizou-se equipamento
VARIAN® XL ("H - 200 MHz e ®*C — 50 MHz) o solvente empregado foi o
CDCls.

4.3 Coleta do vegetal

O vegetal foi coletado na regidao dos Campos de Cima da Serra
no estado do Rio Grande do Sul, regido de maior concentragédo da espécie, no

més de novembro de 2002.

A identificacao foi realizada pela botanica Doutoranda Mardiore
Pinheiro dos Santos e uma exsicata encontra-se depositada no Herbario da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul ICN 117019 (STS MIOTO e M
PINHEIRO 1806).

4.4 Extracdo dos compostos fendlicos

O material foi dividido em flores, raizes, legumes, nddulos e
folnas, sendo que estas Uultimas foram lavadas previamente com
diclorometano e o extrato resultante concentrado em evaporador rotatério até

a secura.

Logo apds e ainda frescas, cada uma das partes do vegetal, foi
desintegrada através do triturador de facas e submetida a extragdo com etanol
96% em maceragao a temperatura ambiente e homogeneizada com Turrax. O
processo de maceragao ocorreu por um periodo de 3 dias. Apos esse periodo,
o material foi filtrado e o remanescente colocado novamente em maceracéao e
homogeneizado com Turrax em etanol pelo mesmo intervalo de tempo. Esse

processo foi repetido ainda mais duas vezes. Os extratos alcodlicos foram
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reunidos e o solvente eliminado em evaporador rotatério. Os extratos

resultantes foram ressuspendidos em agua e a extragcdo prosseguiu com

diferentes solventes conforme o esquema apresentado na Figura 12.

Extrato mole

1. Retomado em H>,O
2. Extraido 3x com CH,Cl,

A 4

Extrato CH,Cl,

3. Extraido 3x com n-BuOH

Residuo aquoso

\ 4

Extrato n-BuOH

\ 4

Residuo aquoso

Figura 12: Esquema de obtencao dos extratos diclorometano e butandlico
das partes de Lupinus lanatus.

Foram obtidos 11 extratos denominados conforme a Tabela 4.

Tabela 4: Denominagéo utilizada para designar os extratos obtidos conforme o solvente

utilizado.

Parte do vegetal Extrato butanolico Extrato diclorometano
Folha FB FD

Raiz RB RD
Legume LB LD

Nédulo NB ND

Flor FLB FLD

Folha lavada com diclorometano FL

Durante o processo de particdo com n-butanol, ocorreu a

formagao de precipitados que foram separados por filtragdo e centrifugacao de

seus extratos. Estes precipitados ocorreram nos nédulos e folhas que foram

denominados de LLNBP e LLFBP respectivamente.
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4.5 Andlise por cromatografia em camada delgada dos

extratos diclorometano e folha lavada

Os extratos diclorometano das partes do vegetal, folhas
butandlica e folha lavada, foram analisados por CCD utilizando-se
cromatoplaca de gel de silica Merck® e CHCIs/MeOH (99/1) como fase mével.

A placa foi revelada com luz ultravioleta 254 e 365 nm.
4.6. Isolamento dos compostos fendlicos

As substancias foram isoladas a partir dos extratos butandlico e
diclorometano das partes do vegetal, contudo ndo foram utilizados todos
extratos. Foram empregadas Cromatografia Liquida a Vacuo (CLV),
Cromatografia em Coluna (CC) e Cromatografia em Camada Delgada modo
preparativo. Foram isoladas 8 substancias fendlicas, sendo 3 flavonas (sendo
uma em diferentes partes do vegetal), 1 isoflavondide, 1 derivado do acido

cafeico e 2 substancias sem suas estruturas determinadas.
4.6.1 Flores extrato butandlico

O extrato FLB foi submetido a CC (dimensdes 9,6 x 4,0 cm)
utilizando gel de silica como fase estacionaria e como eluentes diclorometano,
acetato de etila e metanol em ordem crescente de polaridade. Foram
coletadas 73 fragdes, sendo que na 222 fragcdo ocorreu a formacdo de um

precipitado de coloracido amarela denominado LL1.
4.6.2 Folha lavada

O extrato FL foi submetido a CLV (dimensbdes 6,3 x 4,5 cm)
utiizando como fase fixa gel de silica e como fase movel hexano,
diclorometano, acetato de etila e metanol, com volume gasto para cada
eluente de 400 ml. As fragcbes foram submetidas a CCD modo analitico e a
fracdo eluida com diclorometano foi submetida a CC (dimensbées 31,5 x 1,5
cm) utilizando como fase estacionaria o mesmo adsorvente e como fase movel

hexano/CHCI; (26/74) e metanol em ordem crescente de polaridade. Foram
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coletadas 42 fragbes que foram submetidas a CCD modo analitico que indicou
que as manchas desejadas encontravam-se nas fragdes 1-7. Estas fragbes
foram submetidas a CCD modo preparativo utilizando como fase fixa gel de
silica e sistema eluente CHCI3/MeOH (99,4/0,6). Apds duas migragdes foram
isoladas duas substancias de Rfs 0,52 e 0,58 denominadas respectivamente
LL4 e LL5.

4.6.3 Raizes extrato diclorometano

Este extrato foi submetido a CC (dimensdes 34 x 1,5 cm) com
gel de silica como fase fixa e como eluentes CHCI; e MeOH em ordem
crescente de polaridade. Foram coletadas 73 fracbes que foram submetidas a
CCD analitica e foram reunidas segundo sua semelhangca de composigao.
Verificou-se que as fragdes 1-8 continham o produto maijoritario, para tanto, foi
submetida a CCD preparativa utilizando-se como fase estacionaria gel de
silica e fase movel CHCI;/MeOH na proporcdo 99/1. Foi obtida uma

substancia com Rf 0,62 e denominada LL7.
4.6.4 Nodulos extrato diclorometano

O extrato ND foi submetido a CC (dimensdes 43 x 1,5 cm)
utilizando como fase estacionaria gel de silica e fase movel CHCl; e MeOH em
ordem crescente de polaridade. Foram coletadas 42 fragdes que foram
submetidas a CCD modo analitico. A placa foi revelada sob luz UV e cloreto
férrico sendo as fracbes com perfil semelhante reunidas. A fracdo 10-21 foi
submetida a CCD modo preparativo tendo como fase fixa gel de silica e
sistema elutrépico CHCI3/MeOH na propor¢ao 99,5/0,5, que apds migrar 4

vezes resultou na substancia denominada LLS8.
4.6.5 Folhas extrato butanodlico

O extrato FB foi submetido a CC (dimensdes 12 x 2 cm) sendo

como fase estacionaria Sephadex® LH 20 e eluente MeOH (isocratico). Foram

33



coletadas 42 fragdes que foram submetidas a CCD modo analitico tendo as
fragbes com composi¢cdo semelhante reunidas. A fracdo 15-19 foi submetida a
CC (dimensbes 27 x 1,5 cm) utilizando como fase moével CH,Cl, e MeOH em
ordem crescente de polaridade. Foram coletadas 57 fragbes, sendo que nas
fracbes 27-31 ocorreu a formacdo de um precipitado que foi separado por

centrifugagéo sendo este denominado LL9.
4.6.6 Precipitado LLFBP

O precipitado foi submetido a CLV (dimensdes 6,3 x 4,5 cm)
utilizando como fase fixa gel de silica e fase moével CH,Cl,, CH,Cl,/MeOH
(1/1) e MeOH utilizando um volume de 200 mL para cada uma das 3 fracdes
obtidas. As 3 fragdes foram submetidas a CCD modo analitico tendo como
fase fixa gel de silica. ApOs revelar a placa com luz UV e cloreto de aluminio,
as fragdes escolhidas para trabalho foram CH,Cl,/MeOH e MeOH que foram
tratadas separadamente porém, utilizando o mesmo processo. Ambas foram
submetidas a CC (dimensdes 12,5 x 4,5 cm) tendo como fase fixa gel de silica
e como eluentes CHCI; e MeOH em ordem crescente de polaridade. Da fragao
CH,CI,/MeOH foram coletadas 76 fracdes, ja da fracdo MeOH 82 fragoes,
sendo que da primeira a substancia de interesse encontrava-se entre 192 e
272 e na segunda entre a 24? e 40? fragcdo. Estas foram submetidas a CCD
modo preparativo tendo como fase fixa gel de silica e eluente CHCI3/MeOH

(80/20) que apds migrar 3 vezes resultou na substancia LL10.
4.6.7 Folha extrato diclorometano

O extrato FD foi submetido a CC (dimensdes 34 x 4,5 cm) com
gel de silica como fase estacionaria e como eluentes CHCI; e MeOH em
ordem crescente de polaridade. Foram coletadas 83 fragcdes que foram
submetidas a CCD modo analitico, sendo que as fragdes de 57-61 foram
reunidas, pois apoés revelar com luz UV e cloreto de aluminio apresentavam a
substancia de interesse. A mesma foi submetida a CCD modo preparativo
tendo como fase estacionaria gel de silica e fase mével CHCI;/MeOH (85/15)

que apos migrar 3 vezes resultou na substancia LL11.
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4.7 Determinacéo dos agucares por cromatografia em camada delgada
Com a finalidade de determinar a parte osidica dos isolados
denominados LL10 e LL11, estes foram submetidos a hidrélise acida utilizando
HCI 10% sob refluxo de 1 hora. Logo apéds, os extratos aquosos obtidos foram
concentrados em SpeedVac e retomados em metanol. Os hidrolisados foram
submetidos a HPTLC juntamente com referéncias de glicose, galactose e
ramnose, utilizando como fase moével CHCI3/MeOH na razdo de 4/1 e

revelados com anisaldeido sulfurico.

4.8 Cromatografia em camada delgada de LL1, LL10 e

extratos butandlicos

Os isolados LL1 e LL10 foram cromatografados com os extratos
butandlicos das partes do vegetal e com o precipitado LLFBP. Foi utilizado
cromatoplaca Merck® GFas: e sistema eluente CHCly/MeOH na proporcéo
83/17.

4.9 Cromatografia em camada delgada de LL11 e extratos

diclorometano

A substancia LL11 foi submetida a CCD analitica juntamente
com os extratos diclorometano, utilizando como fase fixa cromatoplaca de gel
de silica Merck® GFas4 tendo como fase movel CHCls/MeOH (85/15).

4.10 Determinagédo da atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana das substancias LL1, LL10 e LL11 foi
determinada pelo método da bioautografia por sobreposi¢céo (ou imersdo) em
triplicata (HAMBURGER e CORDELL, 1987; RAHALISON, et al., 1991). O
meétodo consiste na deposicao das substancias em cromatoplacas de gel de
silica. As cromatoplacas sdo submersas por agar inoculado em placas de
Petri. Nao ha necessidade de eluicdo da cromatoplaca, pois foram analisados

produtos isolados.
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4.10.1 Atividade antibacteriana

Foram realizados repiques de cepas de Agrobacterium sp.,
Bradyrhizobium sp. (SEMIA 928) e Bradyrhizobium sp. (SEMIA 938), para
meio levedura-manitol em tubos inclinados e incubados a 35 °C, por 72 horas.
A partir destas semeaduras, foram realizados novos repiques para 5 mL de
meio levedura-manitol liquido a fim de obter a suspenséo de bactérias para o
preparo dos inoculos a 4 % (v/iv) em meio levedura-manitol. Estes
microrganismos foram escolhidos por exercerem interagdo com vegetais.
Agrobacterium sp. foi isolado do tumor de crisantemo, Bradyrhizobium sao

simbiontes de Lupinus sp.

Para cepas de Staphylococcus aureus (ATCC 12600), Klebsiella
pneumoniae (ATCC 13883) e Escherichia coli (ATCC 11775) os repiques de
72 horas incubados a 37 °C, foram transferidos para solugéo fisiolégica para o

preparo dos inéculos a 1% (v/v) em meio Grove-Randall n® 11.

As amostras testadas, branco e controle foram aplicadas em
cromatoplaca. Agua estéril foi utilizada como branco e tetraciclina (100 pg/mL)
como controle. Foram utilizados 10 mL de meio inoculado para a cobertura

das cromatoplacas dispostas nas placas de Petri.

As placas de Agrobacterium, Bradyrhizobium 928 e 938 foram
incubadas por uma semana a 37 °C, as placas inoculadas com
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli foram
incubadas por 24 horas. Para visualizagao, as placas receberam solugao (por
nebulizagdo) de 2,3,5-trifenil cloreto de tetrazdlio a 20 mg/mL em agua estéril,
seguido de incubacgao a 37 °C por 2 horas. Apos este periodo observou-se a

presencga ou auséncia do halo de inibigao.
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4.10.2 Atividade antifungica

Foi utilizada cepa de Candida albicans a qual foi desenvolvida
em tubo inclinado de agar Sabouraud, por 48 horas a 25 °C. A partir desta
semeadura, foram realizados novos repiques para 5 mL de caldo Sabouraud a
fim de obter a suspensao de fungos para o preparo dos inéculos a 1% (v/v) em

agar Sabouraud.

As substancias testadas, branco e controle foram aplicados em
cromatoplaca. Agua estéril foi utilizada como branco e nistatina (1,5 mg/mL)
como controle. Foram utilizados 16 mL do meio inoculado para a cobertura

das cromatoplacas dispostas em placas de Petri.

As placas foram incubadas por 72 horas a 35 °C. Para a
visualizagéo, as placas receberam (por nebulizagédo) solugado de 2,3,5-trifenil
cloreto de tetrazolio a 20 mg/mL em agua estéril, seguido de incubagao a 25
°C por 1 hora. Apos este periodo observou-se a presenca ou auséncia de halo

de inibigao.

4.11 Determinacao da atividade antioxidante

Os isolados LL1, LL10, LL11 e o extrato diclorometano ndédulos
foram analisados quanto a atividade antioxidante frente a 2,2 difenil-1
picrilhidrazil (DPPH).

A andlise das amostras foi realizada aplicando-se 10 yL de uma
solugdo 1 mg/mL para os isolados € 5 mg/mL para a fracdo diclorometano
nédulos sobre cromatoplaca de gel de silica Merk® GFas4 utilizando-se como
eluente CHCI3/MeOH (95/5).

A cromatoplaca foi revelada com solucdo metandlica de DPPH a
0,2 %. A atividade antioxidante evidencia-se com a presenga de manchas

amarelas contra a coloragdo purpura de fundo (CAVIN et al., 1998).
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A massa total das partes do vegetal empregadas neste trabalho
encontra-se na Tabela 5.

Tabela 5: Massa das partes do vegetal.

Parte do vegetal Massa (9)

Folha 2122,5

Raiz 103,3

Legume 579,39

Noédulo 42,13

Flor 279,77

Folha lavada 1,00*
*Massa do extrato obtido apds a lavagem das

folhas.

Na Tabela 6 encontra-se a massa das substancias obtidas.

Tabela 6: Massa obtida dos isolados

Substancia Massa (mg)
LL1 42,0
LL4 6,7
LL5 4,5
LL7 10,2
LL8 57
LL9 18,6
LL10 15,9*
LL11 7,1*

*Quantidades obtidas a partir de parte do
extrato inicial (n-BuOH)

Devido ao baixo rendimento de LL4 e LL5, ndo foram submetidos

a métodos espectroscopicos e espectromeétricos.
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5.1 Analise por cromatografia em camada delgada dos
extratos diclorometano e folha lavada

A analise em cromatoplaca dos extratos diclorometano e folha
lavada utilizando o sistema eluente CHCI3/MeOH na proporcédo 99/1 e revelada
sob luz UV (254 nm) indica na fracdo folha lavada a presenca de duas
manchas com Rfs 0,85 e 0,90, que estdo ausentes ou em pequenas
concentracdes nos demais extratos. Nota-se uma mancha com Rf 0,55 muito
intensa na fragcdo nodulo, presente na raiz e na folha, porém ausente ou em
pequena concentragcao nos demais extratos. O extrato da raiz apresentou uma
mancha com Rf 0,72 ausente ou em pequena concentragdo nos demais
extratos. Destaca-se também, a auséncia de manchas com Rfs superiores a

0,30 nas fragdes legumes e flores.
5.2. Identificacdo da substancia LL1

A substancia LL1 obtida do extrato butandlico das flores, se
apresenta na forma de p6é amarelo insoluvel em CHCI3;, pouco soluvel em
MeOH e soluvel em DMSO. Os espectros desta substancia encontram-se no

Anexo 2.
5.2.1 Espectroscopia na Regido do Ultravioleta da substéancia LL1

O espectro medido em solugdao metandlica indica maximos de
absorcdo em 270 e 328 nm, o que corresponde respectivamente as bandas Il e
|. Este dado indica ser a substancia uma estrutura do tipo flavona (MABRY et
al., 1970). A adicdo de hidréoxido de soédio provoca um deslocamento
batocrémico de 54 nm, porém com uma pequena diminuicdo de intensidade
sugerindo que a posigao 4’ possui uma hidroxila substituida. O deslocamento
batocrémico de 56 nm da banda | observado pela adicdo de cloreto de aluminio
e a permanéncia seguida da adi¢cao de acido cloridrico sugere uma hidroxila
livre na posicdo 5. A adicdo de acetato de sddio provoca um deslocamento
batocrobmico de 10 nm na banda Il, sugerindo que a posigdo 7 possui uma

hidroxila livre. Apés a adicdo de acido bodrico, o espectro torna-se muito
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semelhante ao metandlico, sugerindo que a estrutura ndo possui hidroxilas
vicinais no anel B (Figura 13) (SANTOS, 1989).

S ——LL 1 MeOH 254
Wi LL1MeOH+NaOH 210 ——LL 1 MeOH + ALCI, e
o i AN e LL 1 MeOH + AIC+ HCI '

—— LL 1 MeOH + AcONa
rrrrrrrr LL 1 MeOH + AcONa + H,8O,

~n
°

Absorvancia (AU)
@
!

Kbsorbancia (AU)
&

o
o
L

T 700 . .
300 400 200 300 400
Comprimento de onda (nm)
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Figura 13: Deslocamentos na regido do UV observados para a substancia LL1.

5.2.2 Analise por Espectroscopia de Ressonéncia Magnética
Nuclear do "H da substéncia LL1

No espectro da substéncia LL1 (em DMSO-dg) séo observados os
seguintes sinais (em ppm): 6 3,2 -3,9 (m, glicosideo), 3,8 (3H, s, OCH3), 4,7(1H,
d, J =9 Hz, H1"), 6,2 (1H, s, H6), 6,8 (1H, s, H3), 7,0 (2H, d, J = 8,0 Hz, H3 e
H5), 8,1 (2H, d, J = 8,0 Hz, H2' e H6’) e 13,1 (1H, s, 5-OH).

A analise dos destes sinais sugere a presenga de um agucar (o
3,2 — 3,7) ligado a aglicona em posicéo B (J = 9 Hz, MARKHAM, 1989), o anel
B de um flavondide p-substituido (67,0 e 8,1 J = 8,0 Hz) e os singletos (0 6,2,

6,8 e 13,1) um estrutura do tipo 5-hidroxiflavona-8-8-C-glicosideo.

5.2.3 Analise por Espectroscopia de Ressonéancia Magnética
Nuclear do ">C da substéancia LL1

Os seguintes sinais em ppm s&o observados (em DMSO-ds): &
55,56 (OCH3), 61,27 (C6”), 70,51 (C4”), 70,90 (C2”), 73,40 (C1”), 78,68 (C3”),
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81,85 (C5”), 98,23 (C6), 103,14 (C3), 104,11 (C10), 104,65 (C8), 114,42 (C2)),
115,82 (C5' ), 123,23 (C1’), 128,82 (C3'), 128,94 (C5’), 156,04 (C9), 160,41
(C5), 162,32 (C4’), 162,69 (C7), 163,52 (C2) e 182,10 (C4).

Comparando-se o subespectro DEPT 135° com o de RMN '3C, os
carbonos podem ser discriminados em CHj3;, CH,;, CH e Cq, onde os sinais
voltados para cima (1) correspondem a CHs, que surgem em campo alto e CH
que surgem em campo baixo, os carbonos CH, surgem com sinais voltados

para baixo (¥) e os Cq n3o aparecem.

Estes sinais corroboram as atribuicbes dadas ao espectro RMN
3C, e sdo0 os seguintes (em ppm): & 55,56 (CHs, 1), 61, 27 (CH,, ), 70,52,

70,90 , 73,40, 78,68, 81,86 (CH, T insaturados), 98,23, 103,14, 114,42, 115,82,
128,82 (CH, T aromaticos).

A existéncia de seis sinais entre 6 60 — 81 ppm (sendo ¢ = 61,27
CH3), podemos inferir a presenca de uma glicose. O deslocamento de 10 ppm
para campo mais baixo do C8, corrobora a existéncia de uma 8-C-glicose
(MARKHAM, 1989).

5.2.4 Analise por Espectrometria de Massas da substancia LL1

Pode-se observar o pico do ion molecular do composto em m/z
446 [M™] (1,46 %) e pico base m/z 65. Outras fragmentagdes importantes
encontrados foram m/z (%): 284 (1,46), 256 (4,59), 236 (1,84), 213 (1,47), 193
(5,66), 165 (3,72), 149 (3,23), 135 (1,07) 129 (4,48), 111 (3,82), 84 (84,26), 65
(100).

A massa de m/z 284 pode ser atribuida a aglicona (perda de C-
glicose). Os anéis A e B podem ser detectados por m/z 165 e 135,
respectivamente, correspondentes a clivagem retro-Diels-Alder da flavona
(MABRY e MARKHAM, 1975).

A férmula molecular proposta para esta substancia € C,,H2201o.
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Comparando-se os resultados obtidos para a aglicona (Tabela 7)

e para a parte osidica (Tabela 8) como os da literatura, podemos inferir que a

substancia LL1 trata-se da flavona 8-B-C-glicosilada citisosideo (Figura 14),
isolada de Lupinus arboreus por NICHOLLS e BOHM (1979).

Tabela 7: Deslocamentos quimicos do 'H (em ppm) de LL1
comparados com a literatura.

Atribuicéo LL1 SHARAF et al., 1997)
(em DMSO-dg) (em DMSO-dg)
5-OH 13,1 -
H2 e HE’ 8,1dJ=8Hz 79dJ=9Hz
H3’ e HY’ 70dJ=8Hz 70dJ=9Hz
H3 6,8 6,75
H6 6,2 6,44
H1” 47dJ=9Hz 52dJ=7Hz
OCHg; 3,8 3,8
agucar 3,2-3,9 -

Tabela 8: Deslocamentos quimicos do °C (em ppm) de uma 8-C-8-
glicose, comparados com LL1.

Atribuicéo LL1 SHARAF et al., 1997)
(em DMSO-dg) (em DMSO-dg)
c1” 73,40 73,9
c2” 70,90 71,4
C3” 78,68 78,8
C4” 70,51 70,4
C5” 81,85 81,4
Cc6” 61,27 61,5

Figura 14: Substancia LL1, flavona citisosideo,
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5.3 Identificacdo da substancia LL7

A substancia LL7 isolada a partir do extrato diclorometano da raiz,
apresenta-se como um po escuro soluvel em cloroformio. Os espectros da

mesma encontram-se no Anexo 3.

5.3.1 Anélise por Espectroscopia de Ressonancia Magnética

Nuclear do "H da substancia LL7

O espectro da substancia LL7 (em CDCl3) apresenta os seguintes
sinais (em ppm): 6 0,8 (m), 1,1 (s), 3,8 (s, OCH3), 4,1 (f), 5,7 (d, J = 2 Hz), 6,2
(d,J =159 Hz), 6,8 (d,J=79Hz),69(s),70(d, J=78Hz),75(d, J=154
Hz).

Observando o espectro da substancia LL7, pode-se inferir a
presenca de uma metoxila (6 3,8) e determinar uma constante de acoplamento
caracteristico de uma olefina em posicao trans (J =15 Hz). Comparando com
dados da literatura (Tabela 9), pode-se sugerir que parte da estrutura € o acido

cafeico.

Tabela 9: Deslocamentos quimicos de LL7 (em
ppm) comparados com a literatura.

Atribuicao LL7 CHUDA et al., 1996
(em CDClI5) (em Acetona-dg)
2 70s 7,1d=2,1Hz
5 6,8dJ=79Hz 6,8dJ=82Hz
6 70dJ=78Hz 70dJ=8,2Hz
7 75dJ=154Hz 75dJ=16,0Hz
8 6,2dJ=159Hz 6,2dJ=16,0Hz

5.3.2 Analise por Espectroscopia de Ressonéncia Magnética

Nuclear do "°C da substancia LL7

Os seguintes sinais (em ppm) sao observados no espectro de LL7
(em CDCls): 6 14,16, 22,73, 26,03, 28,80, 29,34, 31,95, 55,95 (OCHj3), 64,64,
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109,26, 112,72, 113,80, 114,68 (C8), 115,67 (C2), 116,90 (C5), 123,04 (C6),
125,57, 127,04 (C1), 143,61 (C4), 144,61, 146,72 (C6), 147,86 (C7), 167,38
(C9).

Devido a auséncia de um sinal acima de 180 ppm, descarta-se a
possibilidade de tratar-se de um flavondide. Os dados obtidos com os da
literatura (Tabela 10) corroboram a existéncia do acido cafeico (Figura 15).

Tabela 10: Comparativo dos deslocamentos
quimicos (em ppm) de LL7 com a literatura.

Atribuicéo LL7 RAVN et al., 1990
(em CDClI5) (em CD3;0H)
1 127,04 127,5
2 115,67 115,2
3 146,72 146,6
4 143,61 149,5
5 116,90 116,4
6 123,04 123,0
7 147,86 147,8
8 114,68 114,6
9 167,38 168,2

Existem ainda, cinco sinais (sendo que um deles pode ter
intensidade 2) em campo baixo (6 109,26, 112,72, 113,80, 114,68, 125,57,

144,61) que sugerem a presenga de um anel aromatico.

Figura 15: Cafeato, parte da estrutura proposta para LL7.

5.4 Identificacdo da substancia LL8

Esta substancia foi isolada a partir do extrato diclorometano dos
nodulos e apresenta-se como po6 de coloragao escura soluvel em cloroférmio e

metanol. Os espectros se encontram no Anexo 4.
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5.4.1 Espectroscopia na Regido do Ultravioleta da substéancia LL8

O espectro da substancia LL8 medido em solugdo metandlica
indica um maximo de absor¢cdao em 270 nm, caracteristico para estruturas do
tipo isoflavondide (MABRY et al., 1970).

5.4.2 Analise por Espectroscopia de Ressonancia Magnética

Nuclear do "H da substancia LL8

No espectro da substancia LL8 (em CDCI;) sdo observados os
seguintes sinais (em ppm): 6 1,2 (6H, d, J = 3,85 Hz, H5” e H5™”), 1,8 (6H, s,
H4” e H4), 3,5 (4H, m, H1” e H1"”), 5,3 (2H, m, H2” e H3"") 6,5 (2H, m, H5" e
H8), 6,8 (1H, d, J = 8 Hz, HE’), 8,3 (1H, s, OH), 12,6 (1H, s, 5-OH).

Analisando estes sinais, pode-se perceber a existéncia de quatro
metilas (dubleto a 6 1,7 e singleto a ¢ 1,8), duas insaturagdes (multipleto a &
5,3) e duas saturagdes (multipleto a 6 3,4) sugerindo dois grupamentos prenila.
Observam-se também sinais caracteristicos como hidroxila livre na posicdo 5
(singleto a 6 12,6), o hidrogénio da posigao 2 (singleto a ¢ 8,3) o que sugere

uma estrutura do tipo 5-hidroxi-isoflavona.

5.4.3 Analise por Espectroscopia de Ressonéncia Magnética

Nuclear do "°C da substéncia LL8

Os sinais em ppm da substancia LL8 medidos em CDCI; séo os
seguintes: 620,31 (C5"), 20,36 (C5”), 24,00 (C1”), 25,32 (C1"”), 28,21 (C4™"),
28,24 (C4”), 96,54 (C8), 107,59 (C10), 107,62 (C5’), 111,33 (C1’), 113,17 (C6),
115,60 (C3’), 119,40 (C3), 123,08 (C2), 124,22 (C2”), 130,30 (C6’), 137,16
(C3”), 138,80 (C3”), 156,55 (C2), 156,90 (C4’), 158,18 (C9), 159,34 (C2"),
161,62 (C5), 164,25 (C7), 180,40 (C4).

Os quatro sinais em campo alto (6 20,3, 20,3, 24,0, 28,2),

juntamente com os sinais sugeridos no espectro na frequéncia do 'H, e os
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dados obtidos na literatura (HARBORNE e MABRY, 1982), corroboram a
existéncia de dois grupamentos prenila. Comparando os dados obtidos com a
literatura (Tabela 11) podemos inferir que a substancia LL8 trata-se da
isoflavona diprenilada angustona A (Figura 16), ja isolada de L. albus por
TAHARA e colaboradores (1984).

Tabela 11: Quadro comparativo dos deslocamentos quimicos (em
ppm) da substancia LL8 e literatura. Na ultima linha, os maximos
de absorgao na regido do UV medidos em solugdo metandlica.

Atribuicéo LL8 LANE e NEWMAN (1987)
(em CDClI5) (em DMSO-dg)
5-OH 12,69 s 13,0s
OH 8,31s 8,18 s
H2 7,94 s 8,09 s
H6’ 6,89dJ=8,4Hz 6,77dJ=8Hz
H8 6,50 m 6,47 s
H5’ 6,50 m* 6,38d J=8 Hz
H2” e H2” 529 m 519 m
H1” e H1” 3,51 m 3,30 m
H4” e H4™ 1,84 s 1,74 s
H5” e H5 1,25 s 1,65s
uv 270 nm 269 nm

* E possivel encontrar uma constante de acoplamento de 8 Hz.

Figura 16: substancia LL8 isolada do nodulo de L. /anatus. Trata-se da
isoflavona angustona A ( 5, 7, 2’, 4’ — tetraidroxi — 6 — 3’ — di(3, 3—dimetilalil)
isoflavona).

5.5 Identificacdo da substancia LL9

A substancia LL9 obtida do extrato butandlico das folhas,
apresenta-se como um p6é amarelo insoluvel em cloroférmio e pouco soluvel

em metanol. O mesmo foi submetido a CLAE para verificar sua pureza, o que
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sugeriu que esta substancia poderia ser LL1, portanto, estas foram coinjetadas.
Por possuirem o mesmo tempo de retengao, podemos inferir que LL9 trata-se
de LL1 (citisosideo). No Anexo 5 encontra-se o cromatograma da coinjegao,

bem como os cromatogramas de LL1 e LL9 sobrepostos apds 4 injecoes.
5.6 ldentificacdo da substancia LL10

Esta substancia foi obtida do precipitado do extrato butandlico das
folnas e apresenta-se como um pd amarelo insoluvel em cloroférmio,
relativamente soluvel em metanol e soluvel em DMSO. Os espectros

encontram-se no Anexo 6.
5.6.1 Espectroscopia na Regido do Ultravioleta da substéncia LL10

A analise do espectro da substancia LL10 medido em solugéo
metandlica indica dois maximos de absor¢ao, um a 270 (banda Il) e outro a 334
nm (banda ). Este perfil de absorgao sugere tratar-se de uma estrutura do tipo
flavona (MABRY et al., 1970). Adicionando-se hidroxido de sodio a solugao
metandlica observa-se um deslocamento batocrémico de 52 nm sem perda na
intensidade da absorgao, sugerindo uma hidroxila livre na posi¢céo 4’. A adi¢cao
de cloreto de aluminio provoca um deslocamento batocrémico de 50 nm com
permanéncia seguido de adigao acido cloridrico, o que indica uma hidroxila
livre na posigcao 5. A adicdo de acetato de sddio a solugdo metandlica provoca
um deslocamento batocrébmico de 10 nm na banda Il, o que sugere uma
hidroxila livre na posicao 7. Apdés a adicdo de acido bdrico a solugao, o
espectro torna-se semelhante ao metandlico sugerindo auséncia de
grupamento orto-hidroxila no anel B (Figura 17) (SANTOS, 1989).

254
074 ——LL 10 MeOH — LL10MeOH +AICI, —— LL 10 MeOH + AcONa

rrrrrrrr LL 10MeOH +NaOH | 210 -+ LL 10 MeOH + AICI,+ HCI { 212 - LL 10 MeOH + AcONa + H,BO,

N
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Figura 17: Deslocamentos observados na regido do UV para a substancia LL10.
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5.6.2 Analise por Espectroscopia de Ressonéancia Magnética
Nuclear do 'H da substancia LL10

No espectro da substancia LL10 (em DMSO-ds) podem ser
observados os seguintes sinais (em ppm): ¢ 1,2 (sinal ocluso em regido de
varios sinais), 3,1 — 3,8 (m, glicosideo), 4,6 (1H, s, H1”), 4,7 (1H, s, H1"”), 6,0
(1H, s, H6), 6,5 (1H, s, H3), 6,8 (2H, d, J = 7,9 Hz, H3 e H5'), 7,9 (2H, d, J =
7,2 Hz, H2' e H6’), 13,0 (1H, s, 5-OH).

Na analise do espectro da substancia LL10, nota-se uma grande
semelhanga com o espectro da substancia LL1 porém, com auséncia de um
sinal forte em 6 3, 8 ppm, sugerindo que a estrutura ndo possui metoxila. Nota-
se um sinal em campo alto (¢ 1,2) sugerindo a presenga de uma metila. A
integracéo do sinal na regido dos agucares (0 3,1 — 3,8), sugere tratar-se de um
di-heterosideo (soma da integragcdo dos sinais correspondentes a dois
monossacarideos). Portanto, pode-se inferir que substancia trata-se de uma

flavona 8-C-diglicosideo com uma hidroxila livre na posigao 4'.

5.6.3 Analise por Espectroscopia de Ressonéncia Magnética

Nuclear do "°C da substancia LL10

Os seguintes sinais (em ppm) podem ser observados no espectro
da substancia LL10 (em DMSO-d): 6 22,04 (C’6), 60,21 (C”6), 67,66 (C’’5),
68,30 (C’2), 69,96 (C’’3), 71,05 (C4), 72,23 (C"4), 72,47 (C’2), 73,92 (C”1),
78,94 (C”’3), 81,37 (C”5), 101,69 (C’’1), 104,87 (C10), 104,90 (C8), 115,94 (CZ
e 5’), 121,44 (C1’), 128,37 (C2’' e 6’), 156,33 (C9), 160,30 (C5), 161,61 (C4’),
162,75 (C2), 180,83 (C4).

5.6.4 Analise por Espectrometria de Massas da substancia LL10

Nao é possivel identificar o pico do ion molecular, entretanto os
seguintes sinais podem ser observados m/z (%): 529 (< 1), 446 (1,39), 386
(1,43), 368 (1,75), 313 (3,50), 293 (6,17), 279 (14,02), 270 (4,11), 256 (5,75),
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236 (3,50), 219 (5,29), 185 (3,64), 167 (26,33), 165 (3,67), 149 (97,38), 129
(10,72), 121 (8,57), 111 (15,27), 97(27,25), 84 (58,09), 69 (58,71), 57 (100).

A massa de m/z 270 pode ser atribuida a aglicona (perda de C-
glicose), ja o anés A e B podem ser detectado pelos sinais a m/z 165 e 121
respectivamente, correspondentes a clivagem retro-Diels-Alder da aglicona
(MABRY e MARKHAM, 1975).

A partir destes resultados é proposta a estrutura para o LL10 do

ramnosil-O-vitexina (Figura 18).

Figura 18: Estrutura proposta para LL10, ramnosil-O-vitexina.

5.7 Identificacdo da substancia LL11

A substancia LL11 obtida a partir do extrato diclorometano das
folhas, apresenta-se na forma de p6é amarelo insoluvel em CHCI;, pouco
soluvel em MeOH e soluvel em DMSO. Os espectros desta substancia

encontram-se no Anexo 7.
5.7.1 Espectroscopia na Regido do Ultravioleta da substancia LL11

A analise do espectro da substancia LL11 em solugdo metandlica
indica dois maximos de absor¢cao em 324 e 272 nm, correspondentes a banda |
e |l respectivamente sugerindo uma estrutura do tipo flavona (MABRY et al.,
1970). A adicdo de hidroxido de sodio a solugdo metandlica, provoca um
deslocamento batocrémico de 26 nm na banda | com perda na intensidade da

absorgcao, sugerindo que a hidroxila na posigdo 4’ encontra-se substituida.
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Adicionando-se cloreto de aluminio a solugao metandlica ocorre deslocamento
batocrémico de 58 nm na banda | com permanéncia apés a adi¢cao de acido
cloridrico, indicando uma hidroxila na posic¢ao 5. A adi¢cao de acetato de sédio a
solugcao metandlica provoca um deslocamento de 8 nm na banda Il indicando
que a posicdo 7 possui uma hidroxila livre. Apds a adicdo de acido borico o
espectro torna-se semelhante ao metandlico, sugerindo que a estrutura néo
possui hidroxilas vicinais (Figura 19) (SANTOS, 1989)

i = ——LL11MeOH+AC], 254
rrrrrrrr LL 11 MeOH +AICI, + HOI

0,74
214 ——LL 11 MeOH + AcONa

rrrrrrrrr LL 11 MeOH + AcONa + H,BO,

o o o
i o 3
1 I I

Absorbancia (AU)
o
w

0 %0 a0 400
Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)

Figura 19: Deslocamentos quimicos na regido do UV encontrados para o isolado LL11.

5.7.2 Analise por Espectroscopia de Ressonéancia Magnética

Nuclear do "H da substancia LL11

No espectro de RMN 'H da substancia LL11 em DMSO-dg, sdo
observados os seguintes sinais (em ppm): ¢ 1,23 (sinal ocluso em regido de
varios sinais), 3,2-4,0 (m, glicosideo), 3,84 (3H, s, OCHs), 4,74 (1H, d, J = 7,96
Hz, H1”), 5,56 (1H, d, J = 8,28 Hz, H1"”), 5,83 (1H, s, H6), 6,56 (1H, s, H3),
7,05 (2H, d, J = 8,2 Hz, H2' e H6’), 8,03 (2H, d, J = 8,1 Hz, H3’ e H6’), 13,50
(1H, s, 5-OH).

A andlise do espectro de RMN 'H da substancia LL11 é
semelhante ao da LL1 porém, pode-se nota-se um sinal em campo alto (6 1,23)
sugerindo a presenca de uma metila. A integragdo do sinal na regiao dos

agucares (0 3,2 — 4,0) sugere a presencga de duas unidades osidicas. Portanto,
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pode-se inferir que o isolado LL11 trata-se de uma flavona 8-C-diglicosideo

substituida na posigéo 4’.

5.7.3 Analise por Espectroscopia de Ressonéncia Magnética

Nuclear do "°C da substéncia LL11

Os seguintes sinais em ppm s&o observados (em DMSO-dg): 6
14,08 (C”’6), 55,43 (OCH3), 61,08 (C’6), 70,50 (C”’4), 70,64 (C’2), 71,24
(C”4), 74,16 (C”2), 74,42 (C3), 79,00 (C”3), 81,46 (C”5), 102,48 (C1),
114,26 (C3’ e 5'), 124, 05 (C1°), 128,12 (C2’ e 6’), 156,30 (C9), 160,03 (C5),
161,64 (C’4), 180,80 (C4).

5.7.4 Analise por Espectrometria de Massas da substancia LL11

Como para a substancia LL10, ndo é possivel identificar o pico do
ion molecular. Contudo, os seguintes sinais podem ser observados m/z (%):
550 (< 1), 536 (< 1), 508 (< 1), 480 (< 1), 463 (< 1), 446 (1,00), 420 (1,06), 386
(1,06), 368 (5,69), 284 (3,43), 256 (9,39), 236 (7,16), 213 (3,86), 185 (3,92),
149 (2,02), 165 (2,98), 135 (7,48), 129 (10,46), 111 (17,70), 97 (34,05), 84
(54,60), 69 (57,31), 57 (100).

Assim como para a substéncia LL1, podem ser atribuidos os
sinais m/z 284 a aglicona (perda de C-glicose) bem como os sinais m/z 165 e
135 referentes aos anéis A e B, respectivamente, resultantes da clivagem retro-
Diels-Alder da flavona (MABRY e MARHAM, et al., 1975). Com base nos
resultados, € proposta a estrutura do ramnosil-O-citisosideo para o isolado
LL11 (Figura 20).

Como a fragmentacéo inicial de C-glicosideos refere-se a porgao
osidica, tendo o pico do ion molecular muitas vezes ausente ou um sinal muito
fraco (CHOPIN e BOUILLANT, 1975), provavelmente o pico a m/z 446, comum
aos espectros das trés flavonas, seja uma interferéncia. Este sinal
coincidentemente é o pico do ion molecular de LL1 e de um fragmento de
LL11.
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Figura 20: Estrutura proposta para a flavona LL11, ramnosil-O-citisosideo.

5.8 Determinacdo dos agUcares por cromatografia em camada delgada
A analise por HPTLC dos hidrolisados de LL10 e LL11 frente a
referéncias de galactose, glicose e ramnose, indica a presenca de ramnose (Rf
0,14) nestes hidrolisados. Desta forma, este resultado sugere que a glicose
esta ligada diretamente a aglicona, em ligacao C-heterosideo, ndo rompida por

este método.

5.9 Cromatografia em camada delgada de LL1, LL10 e

extratos butandlicos

A analise por CCD dos isolados LL1 e LL10 frente aos extratos
butandlicos, indica a presenca de LL1 nas folhas, precipitado das folhas, flores
e legumes, estando ausente nos nodulos, precipitado dos nédulos e raizes. A
substancia codificada por LL10, esta presente nas folhas, precipitado folhas,
flores e raizes, estando ausente nos noédulos, precipitado dos nddulos e

legumes. A Tabela 12, esquematiza o perfil dos extratos.

Tabela 12: Perfil dos extratos butandlicos e precipitados frente aos compostos

isolados
Folhas PPT Flores | Nodulos PPT Raizes | Legume
folhas nédulos
LL1 + + + - - - +
LL10 + + + - - + -
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5.10 Cromatografia em camada delgada de LL11 e extratos

diclorometano

Analisando por CCD analitica a substancia LL11 e extratos
diclorometano, pode-se observar que o isolado esta presente nos extratos

folhas, flores e legumes, estando ausente nas raizes e nédulos.
5.11 Avaliacdo da atividade antimicrobianade LL1,LL10e LL11

O resultado desta avaliacdo encontra-se na Tabela 13. Nenhum
dos isolados testados demonstrou atividade antimicrobiana pelo método da
bioautografia frente a bactérias do solo. O resultado € caracterizado pela

presenca (+) ou auséncia (-) de halo de inibi¢ao.

Tabela 13: Atividade antimicrobiana dos
isolados.

B. SEMIA 928
B. SEMIA 938
Agrobacterium C5
S. aureus
K. pneumoniae
C. albicans

LL1 - -1 -1 -
LL10 T
LL11 N

171" E. coli

e

5.12 Avaliacao da atividade antioxidante de LL1, LL10, LL11 e

fracdo diclorometano nodulos

Os isolados LL10 e LL11 ndo apresentaram atividade antioxidante
frente a DPPH quando 10 pg (10 yL de uma solugdo metandlica 1 mg/mL)
foram aplicados na cromatoplaca, entretanto o isolado LL1 apresentou

atividade antioxidante quando aplicado na mesma concentragdo. Ja o extrato
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diclorometano nddulos apresenta diversos compostos com atividade

antioxidante, quando eluido com este sistema (Figura 21).

Figura 21: Cromatoplaca analitica utilizando como eluente CHCI3/MeOH (95: 5)
e revelada com DPPH. Da esquerda para direita LL1, LL10, LL11 (no ponto de
aplicagéo) e extrato dicloromentano nddulos com LL8 Rf 0,75. A coloragéo
amarela indica atividade positiva.
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6 DISCUSSAO

O género Lupinus esta representado no estado do Rio Grande do
Sul por 13 espécies: L. albescens, L. bracteolaris, L. gibertianus, L.
guaraniticus, L. lanatus, L. linearis, L. magnistipulatus, L. multiflorus, L.
paraguaiensis. L. paranensis, L. rubriflorus, L. uleanus e Lupinus sp.
distribuidos em todas as regides fisiograficas (PINHEIRO e MIOTTO, 2001).No
entanto, somente de L. albescens, L. gibertianus e L. linearis sdo encontrados
dados fitoquimicos referentes tdo somente ao conteudo alcaloidico (WINK et
al., 1995). As espécies L. rubriflorus, L. uleanus e L. magnistipulatus ocorrem
em outras regides do Brasil. E surpreendente que um género com tantas
espécies e de distribuicao relativamente farta em algumas regides do estado do
Rio Grande do Sul, nédo tenha sido estudada quimica e/ou biologicamente até o

momento.

Compostos fendlicos presentes em vegetais tém sido
relacionados como mediadores quimicos entre plantas e microrganismos, com
diversas fungdes como protecdo, resisténcia a diferentes tipos de estresse,
fixacdo de nitrogénio, entre outras. Dentre estes compostos, os flavonoides sédo
aqueles de maior interesse. Isto se deve as suas atividades descritas, de
mesma natureza que os demais polifendis, mas provavelmente e sobretudo,
devido a especificidade que apresentam entre o vegetal e o microrganismo,

criando uma comunicagao compreendida somente entre ambos.

Plantas da familia das Leguminosas sdo de grande interesse
comercial. Neste universo, o fendbmeno da fixagdo de nitrogénio atmosférico,
verificado em espécies da familia, ttm despertado a curiosidade de cientistas
ha mais de trés séculos. Malpighi, em 1679, ja estudava nodulos em raizes.
Diversos trabalhos sucederam até que em 1886, Hellriegel sugeriu que as
plantas poderiam assimilar nitrogénio atmosférico por intermédio de bactérias.
Esta constatacdo € considerada uma das mais importantes descobertas das
ciéncias biologicas do século XIX (QUISPEL, 1988; SCHILLING, 1988). A
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implicagcao dos flavondides na simbiose com bactérias fixadoras de nitrogénio
atmosférico em trabalhos mais recentes, sugerem a importancia de estudos
quimicos em espécies da familia Leguminosae, sobretudo as nativas de nosso

Pais.

Foram isoladas da planta oito substancias, em diferentes 6rgaos
do vegetal. Destas, quatro (isoladas de flor, folha e nodulo, chamados LL1,
LL8, LL10 e LL11) tiveram determinadas suas estruturas empregando-se
técnicas espectroscopicas. Uma substancia (LL7), encontrada nas raizes, nao
foi completamente elucidada, duas (presentes na superficie da folha,
chamadas LL4 e LL5) ndo foram obtidas em quantidade suficiente para
analises espectroscopicas e uma (LL9), isolada de folhas, verificou-se tratar de

um dos flavondides de estrutura determinada e presente na flor (LL1).

A substancia codificada como LL1, isolada da fragao butandlica
por cromatografia, foi identificada como sendo a flavona C-glicosilada
citisosideo  (4’-metoxi-5,7-dihidroxiflavona-8-C-glicosideo). Este tipo de
estrutura é caracteristica em lupinos americanos onde aparece em grande
quantidade, servindo como marcador taxondmico. A analise por cromatografia
(CCD) desta flavona frente as fragdes butandlicas das partes do vegetal, indica
a presenca deste metabdlito em partes aéreas, estando ausente em partes
subterraneas (raizes e nodulos). Esta distribuigcdo talvez esteja relacionada
com a protecdo a radiagao UV (ZUANAZZI e MONTANHA, 2003), visto que
este vegetal ndo tolera sombreamento, desenvolvendo-se em lugares abertos
(GLADSTONE, 1998).

Apesar de nao ter sido possivel a determinagao estrutural das
substancias LL4 e LL5, verificou-se que ambos encontram-se somente na

superficie das folhas, analisadas por cromatografia (CCD).

O composto LL7, isolado a partir das raizes, teve sua estrutura
parcialmente elucidada por RMN 'H e RMN "*C, e com base nestes dados e
comparando com a literatura é possivel inferir tratar-se de um derivado do

acido cafeico. Estes acidos sao relativamente comuns em quase todo o reino
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vegetal, sendo descritos como fitoalexinas (TAIZ e ZEIGER, 1998). A analise
em CCD revela que esta estrutura esta em maior concentragdo nas raizes do

vegetal do que nos nédulos, e ausente nas partes aéreas.

A substancia codificada por LL8, isolada a partir da fracéo
dicloromentano dos nodulos, foi identificada como sendo a isoflavona
angustona A, um conhecido isoflavonéide diprenilado, tendo descrita atividade
antimicrobiana, de ocorréncia no género Lupinus (TAHARA et al.; 1984). A
angustona A foi primeiramente isolada por BARUAH e colaboradores (1984)
nas partes aéreas de Millettia pulchra (Leguminosae). Esta substancia,
analisada por CCD, foi identificada somente nas folhas, raizes e ndédulos,
ausente nas flores e legumes. Esta isoflavona esta descrita neste trabalho pela

primeira vez em nédulos de Leguminosae.

O composto codificado como LL10, isolado de um precipitado do
extrato butandlico das folhas, foi identificado por técnicas espectroscopicas

como sendo ramnosil-O-vitexina.

A substancia LL11 foi identificada como sendo ramnosil-O-
citisosideo. Foi observado que este flavondide, embora apresentando duas
hexoses, foi isolado de uma fracdo mais apolar (diclorometano), diferentemente
do citisosideo (LL1) com somente um agucar que foi obtido a partir de fragéo

butandlica.

Os flavondides ramnosil-O-vitexina (LL10) e ramnosil-O-

citisosideo (LL11), de nosso conhecimento, sao estruturas inéditas.

Os flavonoides citisosideo, ramnosil-O-citisosideo e ramnosil-O-
vitexina pertencem a uma mesma rota metabdlica. O nucleo fundamental para
os trés € o0 mesmo, ou seja uma flavona, possuindo diferengas na posigao 4’ e
numero de acgucares. Foi verificado por cromatografia (CCD) que citisosideo e
ramnosil-O-citisosideo possuem o mesmo perfil de distribuicdo no vegetal, isto
€, presentes nas folhas, flores e legumes e ausentes nas raizes. De outra

parte, o ramnosil-O-vitexina também esta presente nas folhas e flores, além de
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raizes, mas ausente em legumes. Todos os trés estdo ausentes nos noédulos.
As explicagbes para esta distribuicdo ndo sdao muito evidentes, necessitando

estudos mais aprofundados para justificar esta distribuicdo na planta.

Os flavondides isolados em Lupinus lanatus estao de acordo com
estudos quimiotaxondmicos encontrados na literatura, uma vez que pertencem
a sub-classe das flavonas (C-glicosideos, caracteristica de espécies de
Lupinus americanos) e isoflavonas (WILLIAM et al., 1983). Estes ultimos séo
fortes marcadores quimiotaxondmicos da familia Leguminosae. Da mesa
forma, flavonas preniladas, sdo ubiquas em plantas do género Lupinus.
Maiores discussbes a cerca da importancia destes metabdlitos identificados
neste vegetal, no contexto taxonémico das espécies de ocorréncia no estado
do Rio Grande do Sul, devem aguardar estudos posteriores em outras espécies

do género.

Quanto ao ensaio do DPPH, a fragao diclorometano dos nddulos
apresentou diversos compostos com atividade antioxidante. Destes compostos,
0 Unico isolado neste trabalho é a angustona A, presente nesta fragéo
diclorometano. Todas estas substancias podem evitar o estresse oxidativo e
consequentemente a senescéncia da estrutura nodular, tendo em vista que a
quantidade de nodulos é proporcional ao nitrogénio fixado. Contudo, sendo o
nddulo um 6rgao compartimentalizado, uma perspectiva interessante seria
descobrir a localizagao destes compostos no interior do mesmo para podermos
inferir sua participagdo como auxiliar da lego-hemoglobina, que tem como
funcdo manter baixos niveis de oxigénio onde é realizada a fixag&o biolégica de
nitrogénio. Ao nosso conhecimento, este € o primeiro relato do flavonoide

angustona A apresentando atividade como antioxidante.

As trés flavonas C-glicosiladas no ensaio de atividade
antimicrobiana pelo método da bioautografia apresentaram resultado negativo
frente a levedura e bactérias gram-negativas do solo que exercem interagao
(tanto simbidtica como parasitaria). Entretanto, em outros trabalhos, flavonas
C-glicosiladas aparecem como componente de defesa (fitoalexina) em Cucumis

sativus (Cucumberaceae). Em seu estudo, MCNALLY e colaboradores (2004),
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expuseram as folhas do vegetal frente ao fungo fitopatégeno Podosphaera
xanthii e detectaram um aumento na concentragédo das flavonas C-glicosiladas

em relacao a folhas sadias.

Este é o primeiro relato da utilizagdo do teste da bioautografia
com bactérias do solo. Estes microrganismos tém como caracteristica
apresentar um tempo de geragdo muito lento e a formagédo de exopolimero.
Tais caracteristicas podem contribuir de forma negativa para o andamento do
ensaio, favorecendo o aparecimento de contaminantes e a formacao de
nucleos de células durante a preparacdo dos indculos. Portanto, € necessario
uma otimizacao desta metodologia ou a escolha de uma outra, mais apropriada

para a caracteristicas destas bactérias, para um resultado mais conclusivo.

A flavona citisosideo e ramnose-O-citisosideo foram testadas
também frente a patdgenos humanos, indicando resultado negativo tanto para
bactérias gram-positivas, gram-negativas e levedura. Em seu estudo, BYLKA e
colaboradores (2004) testaram a atividade de isocitisosideo (4’-metoxi-5, 7-
dihidroxiflavona-6-C-glicosideo, isbmero do citisosideo) frente a bactérias
gram-positivas e gram-negativas e fungos pelo método turbidimétrico. Todos os
microrganismos foram sensiveis a flavona, sendo os gram-positivos mais
suscetiveis. C. albicans apresentou uma MIC de 125 pg/mL. Assim, o resultado
negativo obtido para a flavona citisosideo pode estar relacionado com o
método adotado, ou em uma outra andlise, a posi¢ao da glicose no heterosideo
que poderia interferir na atividade antimicrobiana. Desta forma, um estudo mais
conclusivo sobre a relagdo estrutura-atividade deve ser feito, para melhor

comprovar uma das hipéteses propostas.

Em outro ensaio de bioautografia, ramnose-O-vitexina exibiu
atividade frente a patégenos humanos, sugerindo que a atividade se deve
principalmente a presenca da hidroxila na posigao 4’, e ndo com a natureza ou

numero de unidades de acucar.

No ensaio do DPPH, citisosideo apresentou atividade positiva e

ramnose-O-citisosideo e ramnose-O-vitexina negativo, deste modo pode-se
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inferir que a metoxila na posicdo 4’ nao esta relacionada com esta atividade, e
sim a presenga de uma unidade glicidica (ramnose) ligada ao heterosideo

provavelmente inibe a atividade antioxidante.
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7 CONCLUSAO

* Foram isolados oito compostos fendlicos, sendo quatro com suas estruturas
identificadas, em diferentes partes do vegetal; as flavonas: citisosideo, das
flores e folhas; ramnose-O-vitexina e ramnose-O-citisosideo das folhas; a
isoflavona: angustona A, nos nédulos; um composto derivado do acido cafeico,

das raizes; e dois compostos nao identificados a partir da superficie das folhas.

* As flavonas ramnose-O-citisosideo e ramnose-O-vitexina até o momento sdo

estruturas inéditas.

* E o primeiro relato do isolamento da isoflavona angustona A em nédulos de

Leguminosae.

* A analise por cromatografia em camada delgada, sugere a presenga de
citisosideo e ramnose-0O -citisosideo, somente em partes aéreas e ramnose-O-
vitexina ausente nos nodulos e legumes. O composto derivado do acido cafeico
encontra-se somente nas raizes, estando ausente nas demais partes do

vegetal.

* As flavonas C-glicosiladas aparecem como compostos caracteristicos de

Lupinus lanatus.

* Na avaliagdo da atividade antioxidante pelo método da DPPH, ramnose-O-
vitexina e ramnose-O-citisosideo apresentaram resultado negativo; citisosideo

e angustona A apresentaram resultado positivo.

* No ensaio de bioautografia frente a bactérias do solo, nenhuma flavona C-
glicosilada apresentou resultado positivo. Contudo, frente a patdgenos
humanos ramnose-O-vitexina apresentou resultado positivo e demais flavonas

negativo.
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ANEXO 1

Meio Levedura-Manitol

Manitol.
KoHPO4

MgSO47H20

NaCl

Extrato de Levedura
Agar

Para meio liquido nao se utiliza agar.

Corrigir pH para 6,8 — 7,0 com HCI 0,1N.

109
0,5¢
0,2¢
0149
0,5¢
159
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Espectro de RMN 'H de LL7 em 200 MHz em CDCls.
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Espectro de RMN 'H de LL8 em 200 MHz em CDCls.




Espectro de *C de LL8 em 50 MHz em CDCls.
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