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APRESENTACAO

A utilizacao de plantas como medicamento provavelmente € tao antiga quanto o
surgimento do homem, pois sempre existiu uma grande preocupagédo com as doencas
durante toda a historia da humanidade. No Brasil, a cultura indigena, possui uma
sabedoria tradicional, passada de geragao a geragcao acerca das propriedades dessas
plantas. Apesar de muitas plantas serem Uteis para a medicina, existem algumas
toxicas ou venenosas, sendo necessario conhecer as caracteristicas de cada uma.
Se fazendo importante os estudos cientificos, tendo em vista a grande diversidade de
flora do Brasil.

O leitor ira encontrar nesta obra estudos que abordam diversas propriedades
das plantas medicinais, como sua acéo antioxidante, antimicrobiana, analgésica e
ainda a utilizacdo dos Oleos essenciais como conservantes de alimentos. Também
sua utilizagdo na defesa contra raios UV, utilizando compostos quimicos naturais de
plantas.

O e-book “Producdo e Controle de Produtos Naturais 2", possui 9 artigos
cientificos, e ressalta a importancia de dar seguimento ao conhecimento acerca das
pesquisas da flora brasileira, que contribuem para o crescimento e o desenvolvimento
da pesquisa, preservacdo da utilizacdo das plantas, levando o leitor a uma reflexao.
Desejamos uma 6tima leitura!

Raissa Rachel Salustriano da Silva-Matos
Vanessa Reis Cardoso
Kleber Veras Cordeiro
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RESUMO: Machaerium eriocarpum Beth.
(Fabaceae) ¢é
como “Angiquinho” e “Espinheira-Santa”. Sua

popularmente reconhecida
ocorréncia no Brasil se restringe as vegetagdes
do Cerrado, Pantanal e Chaco. Esta espécie
€ empregada como planta medicinal no
tratamento de Ulceras e inflamacgdes. Neste
trabalho foi realizado o estudo quimico e bem
como biolégico do extrato hidroetandlico das
folhas de M. eriocarpum. As analises dos dados
obtidos de espectrometria de massas (FIA-
ESI-MS) do extrato permitiram identificar a
presenga de isovitexina, apigenina 4’-metdxi-8-
C-p-D- glicopiranosideo, apigenina 6-C-glicosil-
7-O-p-D-glicopiranosideo, 4’ -metoxi-5,7,3’,5’
- tetrahidroxi-6-glicosil-flavona e acido quinico.
O extrato hidroetandlico apresentou efeito anti-
inflamatorio na dose de 125 mg/Kg. O extrato
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hidroetandlico mostrou inativo no ensaio antiulcera através do modelo de etanol
absoluto nas doses de 125 e 250 mg/Kg. A avaliagdo da atividade antimicrobiana
da isovitexina e da apigenina padrao frente a Helicobacter pylori, Candida albicans,
Staphylococcus aureus, Samonella sp e Escherichia coli. Indicou que a isovitexina é
mais ativa que a apigenina frente a H. pylori e C. albicans.

PALAVRAS-CHAVE: Machaerium, jacaranda, flavonas C-glicosiladas, atividade anti-
inflamatéria, atividade antimicrobiana

CHEMISTRY AND ANTI-INFLAMMATORY, ANTIULCER AND ANTIMICROBIAL
ACTIVITIES EVALUATION: Machaerium eriocarpum BENTH.

ABSTRACT: Machaerium eriocarpum Benth. (Fabaceae) is popularly recognized as
“Angiquinho” and “Espinheira-Santa”, occurring in Brazil onlyin Cerrado, Pantanal and
Chaco vegetations. This species is used as medicinal plant on ulcer and inflammation
treatments. In this work both the chemical and biological studies of hydroethanolic
extract of M. eriocarpum leaves was performed. Mass spectrometru data acquired by
FIA-ESI-MS analysis allowed the identification of isovitexin, apigenin-4’-methoxy-8-C-
B-D-glucopyranoside, apigenin-6-C-glucosyl-7-O-p-D-glucopyranoside, 4’-methoxy-
5,7,3,5’-tetrahydroxy-6-glucosyl-flavone and quinic acid. The hydroethanolic extract
showed anti-inflammatory effect at 125 mg/kg did not show antiulcer activity using the
absolute ethanol-induce model at concentrations of 125 e 250 mg/kg.. Antimicrobial
activity evaluation of isovitexin and apigenin standard against Helicobacter pylori,
Candida albicans, Staphylococcus aureus, Samonella sp and Escherichia coliindicated
that isovitexin is more active than apigenin against H. pylori and C. albicans.

KEYWORDS: Machaerium, jacaranda, C-glycosylated flavones, anti-inflammatory
activity, antimicrobial activity

INTRODUGCAO

Machaerium Persoon é um género neotropical com cerca de 130 espécies. E um
dos maiores géneros arboreos tropicais da subfamilia Papilionoideade. Compreende
espécies de plantas de habito arboreo e arbustivo-escandente (POLIDO & SARTORI,
2011). Algumas destas tém uma importancia econémica por fornecer madeira-de-lei
conhecida como “jacaranda”. Espécies que dispdem o caule lenhoso e rigido séao
empregadas em marcenarias, enquanto as de lenho menos rigido e leve sao utilizadas
na fabricacao de rolhas, afiadores de navalha e também em pequenas pecas artesanais
(BASTOS, 1987).

Algumas espécies sdo de uso etnofarmacologico, dentre elas Machaerium
eriocarpum Benth., cujas entrecascas sao utilizadas popularmente no tratamento de
inflamacdes (POTT & POTT, 2004). E comumente conhecida como “Espinheira” e
“Jacarandd”. Possui sinonimia com as seguintes espécies Machaerium martii Tul. e M.
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spinosum Micheli (FILARDI, 2015).

Espécies pertencentes a este género produzem principalmente flavondides
(SEO et al., 2001; DONELLY, 1982; IMAMURA et al., 1982; KUROSAWA et al., 1978;
OLLIS et al., 1978; OLIVEIRA et al., 1968; OLLIS et al., 1968; BENTO et al., 2018;
RIBEIRO et al., 2016). Até o dado momento somente trés espécies deste género
tiveram seus estudos com base em extratos de alta polaridade envolvendo seus
materiais vegetais. O extrato etandlico das raizes de M. aristulatum e bem como suas
isoflavonas apresentaram atividade antigiardial (EL SOHLY et al., 1999). A partir do
extrato alcoolico das raizes e galhos de M. floribundum foi isolada uma procianidina
com acao antibacteriana frente a Pseudomonas maltophilia (WAAGE et al., 1984). De
acordo com RIBEIRO e colaboradores (2016) o extrato hidroetanélico das folhas de
M. hirtum apresentaram seis C-flavonas glicosiladas sendo quatro delas derivadas da
apigenina e duas da luteolina. O estudo quimico do extrato hidroetandlico das folhas
de M. eriocarpum resultaram no isolamento de isovitexina, apigenina 4’-metoxi-8-C-3-
D-glicopiranosideo, 4 -meto6xi-5,7,3 ,5 -tetrahidroxi-6-glicosil-flavona e apigenina-6-C-
glicosil-7-O-B-D-glicopiranosideo, bem como na atividade alelopatica da isovitexina e
deste extrato frente a sementes de sorgo (BENTO et al., 2018). Como FIA-ESI-IT-MS
trata-se de uma técnica extremamente versatil por ser direta e rapida na identificagao
de constituintes em extratos vegetais, o intuito deste trabalho foi obter uma analise
qualitativa do extrato hidroetandlico das folhas de M. eriocarpum e avaliar seu potencial
anti-inflamatorio, antiulcerogénico e antimicrobiano.

PARTE EXPERIMENTAL

O material vegetal de Machaerium eriocarpum Benth. Foi coletado em Savana
estépica arborizada ou Chaco arborizado no municipio de Porto Murtinho-MS, pela
botanica Angela Lucia Bagnatori Sartori da Universidade Federal de Mato Grosso do
Sul. A exsicata encontra-se depositada no Herbario CGMS (CGMS 411323).

O material foi seco em estufa a 40 °C e moidos em moinho de facas com um
tamanho médio de particula de 1 a 3 mm.

As folhas de M. eriocarpum foram submetidas a percolagdo simples pelo
método de extracdo exaustivo segundo PRISMA, (1995). O processo teve inicio com
o intumescimento prévio de aproximadamente 700 g do p6 com 4 L de etanol 70%
(V/V). Em seguida, o percolador foi empacotado com a mistura (pd + EtOH 70%) de
forma mais homogénea possivel, respeitando a proporcao 4:1 (cada 4 referente ao
percolador 1 do p6 da espécie) em relacdo ao tamanho do percolador. A vazédo do
percolador foi ajustada para aproximadamente 30 gotas/min.

ApOs a extracdo, o solvente foi rota-evaporado sob pressédo reduzida em
temperatura de 42 °C e armazenado em frasco ambar vedado. Apds esse processo foi
determinado o rendimento do extrato das folhas (15,1%).
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Analises por espectrometria de massas

Os espectros de massas foram realizados em espectrémetro de massas LCQ
FLEET (ESI-IT-MS", Thermo Scientific®), equipado com dispositivo de insercéo direta
da amostra via analise por injecdo em fluxo continuo (FIA).

As matrizes estudadas foram analisadas no modo de ionizagao por electrospray
(ESI) e as fragmentacdes em multiplos estagios (MS") realizadas em uma interface do
tipo ion-trap (IT). O modo negativo foi escolhido para a geracéo e anélise dos espectros
de massas em primeira-ordem (MS), bem como para os demais experimentos em
multiplos estagios , sob as seguintes condi¢des: voltagem do capilar -4 V, voltagem
do spray -5 kV, temperatura do capilar 280 °C, gas de arraste (N,) fluxo 60 (unidades
arbitrarias). Afaixa de aquisi¢cao foi m/z50-2000, com dois ou mais eventos de varredura
realizados simultaneamente no espectrémetro de massas LCQ.

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

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

Ensaios bioldgicos

Edema de Orelha Induzido por Acido Araquidénico (AA) (YOUNG et al., 1984
com modificacdes).

Paraavaliar a participagdo doAAnaacéao anti-inflamatoria do extrato hidroetandlico
das folhas de M. eriocarpum, foi utilizado o modelo experimental de inducao de edema
com o uso topico do AA. Para inducdo desse edema de orelha, 20 pL de AA diluido em
acetona na concentracao de 2 mg/20 pL, foram aplicados topicamente na orelha direita
dos camundongos machos (10 pL na face anterior da orelha, 10 pL na face posterior). A
orelha esquerda foi utilizada como controle. Os animais (n=8-10), submetidos ao jejum
por 2 horas, foram tratados 2 horas antes da indu¢cédo do edema com dexametasona
(5 mg/kg, i.p) e uma hora antes da inducéo do edema tratados oralmente com veiculo
(salina) ou extrato hidroalcoodlico das folhas de M. eriocarpum (125 e 250 mg/kQ).
Ap6s uma hora da indugdo do edema, os animais foram mortos e foi retirada uma
secc¢ao circular (7 mm de didmetro) de suas orelhas esquerda e direita com o auxilio
de um puncher (perfurador). Logo em seguida as orelhas foram pesadas e o edema
foi expresso pela diferenca de massa (mg) entre a orelha direita e a orelha esquerda.

Indugéo de ulcera gastrica por etanol absoluto
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Baseado no modelo descrito por ROBERT et al., (1979) com modificagcdes,
ratos machos Wistar foram divididos aleatoriamente em grupos e pesados para seus
respectivos tratamentos (salina 0,9 %, carbenoxolona (100 mg/kg) e droga-teste (curva
dose-resposta). Cada tratamento foi administrado por via oral em dose volume de 10
mL/kg. Decorridos 60 minutos, 1 mL do agente lesivo (etanol P.A.) foi aplicado em
todos os animais. Transcorridas uma hora deste tratamento, todos os animais foram
mortos e os estbmagos analisados para a obtencdo da area das lesbGes gastricas
utilizando-se o programa AvSoft BioView.

Avaliagdo da atividade antimicrobiana

Foram utilizadas cepas padrbes de Helicobacter pylori ATCC 43504, Salmonella
sp ATCC 19196, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922
e Candida albicans ATCC 10231.

Determinacé&o da Concentrac&o Inibitoria Minima - CIM

A CIM foi determinada pela técnica de diluicdo em microplacas (96 orificios) de
acordo com a metodologia descrita na norma M7-A6 do Manual Clinical and Laboratory
Standards Institute (2006a) para as bactérias aerébicas ( E. coli, S. aureus e Salmonella
sp) e adaptado para as fastidiosas (H. pylori) seguindo suplemento M100-S16 do
CLSI (2006b) com modificacées (SPOSITO et. al., 2019). Para a Candida albicans foi
utilizada a metodologia descrita na norma M27-A3 do CLSI (2008).

Os orificios das microplacas foram preenchidos com 100 uL de caldo Muller-
Hinton nos testes com as bactérias e RPMI-1640 para a levedura. Os extratos
vegetais foram diluidos (1000 a 7,8 uL) e acrescentados aos orificios das microplacas.
Adicionalmente foram colocados 20 uL das suspensdes dos microrganismos diluidos
adequadamente 1,0 x 108 UFC/mL de bactérias e 5 x 10 UFC/mL de leveduras. Como
controle positivos foram utilizados a anfotericina B (32 pug/mL), fluconazol (256 ug/
mL), amoxicilina (100 ug/mL) e ampicilina (50 pg/mL). Os testes foram realizados em
triplicata.

As microplacas foram incubadas em estufa a 37°C por 24 horas para E. coli,
S. aureus e Salmonella sp; 48 horas para C. albicans e 72 horas sob condi¢cdo de
microaerofilia para H. pylori.

A leitura dos testes foi realizada utilizando resazurina a 100 pg/mL nos testes
com bactérias e 2,3,5-trifeniltetrazélio (TTC) a 2% com levedura.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Afim de se ter um panorama geral da composi¢cao quimica do extrato foi realizada
a analise por ESI-MS. Foram realizados experimentos MS" dos picos majoritarios a fim
de obter dados adicionais que permitissem obter mais informacdes sobre as estruturas
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das substancias.

Os picos apresentados pelo espectro de massas foram comparados com
substancias ja isoladas e identificadas anteriormente. Através da fragmentacéo
nos experimentos de MS? para os compostos 1-5 foram observados fragmentos
caracteristicos referentes a quebra interna da unidade de agucar, com perdas de 120
Da e 90 Da a partir do ion molecular, indicando hexoses C-glicosiladas (CUYCKENS
& CLAEYS, 2004).
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Figura 1: Espectro de massas em full-scan do extrato bruto hidroalcéolico de folhas de M.
eriocarpum (FIA — ESI — IT, modo negativo)

A confirmacao de que o pico 1 (Figura 1) corresponde a apigenina-6-C-3-D-
glucopiranosideo, se da através dos fragmentos de m/z 431 Da [M-90-H] e m/z 311
Da [M-120-H], os quais indicam a presenca de uma hexose C-glicosilada ligada a
aglicona. Hexoses C-glicosiladas sofrem perdas de 134 Da, 120 Da e 90 Da, devido
as quebras internas do acucar devido a ligacédo C-C do agUcar com a aglicona ser forte
(CUYCKENS & CLAEYS, 2004).

De modo analogo ocorreu a confirmagdo do apigenin 6-C-glucosyl-7-O-3-D-
glucopyranoside, 2. O fragmento de m/z 593 refere-se ao ion pseudo-molecular. E
A fragmentacao do ion precursor de m/z 593, fornece o ion produto de m/z 311 Da
[M-162-120-H];, permitindo inferir que a mesma se trata de um derivado de apigenina
contendo uma O-hexose e uma C-hexose.

O pico 3 de m/z 492 juntamente com os fragmentos de m/z 401 e 371 referem-se
as perdas de 90 e 120 unidades, as quais denotam a presencga de outro derivado de
tricina contendo uma C-hexose, 4’ -metdxi-5,7,3’,5’ - tetrahidroxi-6-glicosil-flavona, 3.

A presengca de outra apigenina pode ser evidenciada através do ion
pseudomolecular de m/z 447, juntamente com os fragmentos de m/z 357 e 327, os
quais indicam a presenca de uma C-hexose ligada a este derivado, apigenina-4’-
met6xi-8-C-glicosideo, 4 .

No espectro em full-scan do extrato de M. eriocarpum (Figura 1), observa-
se o fragmento de m/z 191. Como a presenca de acidos fendlicos € muito comum
em extratos polares de plantas, realizou-se a injecdo do padréo de acido quinico 4
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(Aldrich). A comparacao do padrdao de fragmentacdo do acido quinico e do espectro
de segunda ordem do ion precursor de m/z 191 sugere-se que estes se referem ao
mesmo composto. A fragmentacdao MS? forneceu os ions produtos de m/z 85, 93, 111,

127, 173.
Constituinte m/z [M-HJ Fragmentacao MS"
1 431 323; 313; 179; 161
2 593 473; 431; 341; 311
3 491 473; 401; 371
4 447 429; 357; 327
5 191 173;127; 111; 93; 85

Tabela 1: Substancias propostas através da analise do espectro de massas em full-scan do
extrato bruto hidroalcoolico de folhas de M. eriocarpum

Foi utilizado o modelo experimental inflamatério de edema de orelha induzido
por acido araquidénico para avaliar o efeito da M. eriocarpum. Trata-se de um modelo
€ estratégico e interessante, pois € mais especifico e avalia a cascata inflamatéria
gerada pela acdo das enzimas cicloxigenase e lipoxigenase sobre 0 acido araquiddnico
produzindo prostaglandinas, prostaciclinas e leucotrienos, importantes eicosanéides
envolvidos na inflamacéo e dor inflamatoria.

No modelo do edema de orelha induzido pela aplicacédo topica de acido
araquiddnico, os animais foram tratados com o extrato de M. eriocarpum nas doses
125 e 250 mg/kg. Os resultados mostram um bom efeito anti-inflamatoério na dose de
125 mg/kg v.o. (Figura 2). Porém nao foi observado sob a dose de 250 mg/kg.
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Avaliacao do efeito anti-inflamatério do extrato hidroalcodlico de M. erfocarpum (125, 250 mag/kg
v.0) no modelo de edema de orelha induzido pelo dcido araquiddnico. Os resultados foram
expressos como média £ E.P.M (n=8-10) e a significAncia estatistica foi determinada por ANOVA
seguida de teste de Dunnet; *p<0.05; **p <0.01; ***p<0.001. Porcentagem corresponde 4
reducdo da média da diferenga de peso (mg) das orelhas em relacdo ao grupo controle
(veicula).

Figura 2: Avaliagédo do efeito anti-inflamatério do extrato hidroalco6lico das folhas de M.
eriocarpum a partir da diferenca de peso (mg) das orelhas em relagdo ao grupo controle

Ensaio de anti-ulcera
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O extrato etandlico 70% das folhas de M. eriocarpum foram submetidas ao ensaio
de anti-ulcera através do modelo induzido por etanol absoluto nas concentragdes de
125, 250 e 500 mg/kg (Figura 3). Utilizou-se como controle negativo, solug¢ado salina e
positivo o farmaco carbenoxolona (100 mg/kg).

Modelo de ulcera gastrica induzida por etanol absoluto
{Robert at 2i., 1979 com modificagdes)

800-
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"-\E‘ Hl Carbenoxolona 100 mgfkg
E 600 B Wachkaeduw eniocanoes 125 malkg
!g Bl Vackaerivn edocampuen 250 mgkg
E 400+ Bl VWachaeriur edocamues 500 mgikg
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ﬁ 200+
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Figura 3: Os nUmeros em porcentagem indicam a protecdo em relagéo ao grupo veiculo.

Os resultados estdo expressos na forma de média + erro padrao da média.
ANOVA com teste a posteriori de Dunnet com **p<0,01.

De acordo com os dados ilustrados acima (Figura 3) o extrato de M. eriocarpum
avaliado nao apresenta atividade antiulcerogénica no modelo de ulcera induzida por
etanol em nenhuma das doses testadas.

Ensaio antimicrobiano

Como no extrato hidroetandlico das folhas foram identificados derivados da
apigenina, e a isovitexina havia sido isolada previamente deste extrato por Bento e
colaboradores (2018), os ensaios antimicrobianos envolveram a avaliacéo do potencial
da isovitexina e da apigenina frente a H. pylori, Salmonella sp, S. aureus, E. coli e C.
albicans (Tabela 2).
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Micr nismo Helicobacter | Salmonella sp | Staphylococcus Ezcherichia Candida
oyiari aUreus colf aibicans

Amaostra
apigenina 250 =1000 500 1000 1000
isovitexina 62,5 =1000 500 1000 250

Tabela 2: Valores da Concentragao Inibitéria Minima (ug/mL) da isovitexina isolada do extrato
hidroetandlico das folhas de M. eriocarpum.

Os resultados ilustrados nesta Tabela 2 demonstram a maior atividade antimicrobiana
da isovitexina em relagao a apigenina frente a Helicobacter pylori e uma boa atividade desta
mesma flavona frente a Candida albicans. Estes dados mostram que a presenga da C-glicose
na posicao 6 do esqueleto flavonoidico favorece a atividade antimicrobiana frente a estes dois

microrganismos.

CONCLUSOES

O estudo quimico do extrato por FIA-ESI-MS permitiu identificar cinco compostos,
sendo eles isovitexina, apigenina 4’-metoxi-8-C-f-D- glicopiranosideo, apigenina
6-C-glicosil-7-O-p-D-glicopiranosideo, 4’ -metoxi-5,7,3',5’ - tetrahidréxi-6-glicosil-
flavona e acido quinico.

Os resultados obtidos indicam que o extrato hidroalcodlico de M. eriocarpum
apresenta o efeito anti-inflamatério na dose de 125 mg/kg. Os resultados mostraram
que no modelo de ulcera induzida por etanol ndo apresentou atividade em nenhuma
das doses testadas (125 e 250 mg/kg).

O ensaio da atividade antimicrobiana com uma das C-flavonas isoladas do extrato
de M. eriocarpum e a apigenina frente a diferentes microrganismos mostrou uma efetiva
atividade antimicrobiana da isovitexina em relacao a apigenina frente a Helicobacter
pylori e frente a Candida albicans. Estes resultados sugerem a presenca da C-glicose
na posicao 6 do esqueleto flavonoidico favorece a atividade antimicrobiana frente a
estes dois microrganismos. Estes dados sugerem que a possivel acéo anti-inflamatéria
do extrato esteja relacionado com a a¢ao antimicrobiana frente a H. pyloridas flavonas
ali presentes.
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