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IDENTIFICATION OF SOME CHEMICAL CONSTITUENTS OF Indigofera hirsuta Linn. (FABACEAE) BY HPLC-ESI-MS (TOF)
AND EVALUATION OF THE ANTIRADICAL ACTIVITY. A rapid analytical approach, suitable to characterize the compounds
present in the aqueous and methanol extracts prepared from the aerial parts of Indigofera hirsute, was developed. The method based

on high-performance liquid chromatography coupled to mass spectrometry, electrospray positive ionization and detection by time of
flight (HPLC-ESI-MS-TOF) identified, tryptophan, uracil, rutin, kaempferol-3-O-f-D-glucopyranoside, gallic acid and methyl gallate.
The antiradical activity of this extract was evaluated using DPPH assay, with gallic acid as antiradical pattern. The study revealed the
antiradical activity of methyl galatte (EC,, =5 + 0.3 ug mL"') galic acid (EC,, =5 + 0.2 ug mL") and rutin (EC,, = 21.6 = 0.6 pg m
L"), isolated from methanol extract (ECy, = 67.7 = 0.9 ug mL™"), which showed strong antiradical activity.

Keywords: Indigofera hirsuta; mass spectrometry; antiradical activity.

INTRODUCAO

Muitos dos beneficios proporcionados pelas plantas medicinais
sdo atribuidos a substincias com propriedade antirradicalar, princi-
palmente substincias fendlicas encontrados em intimeras plantas.!
Essas substancias protegem o organismo de reacdes oxidativas que
podem desencadear uma série de doengas no organismo humano.?

A familia Fabaceae, também conhecida como Leguminosae,
possui ampla distribui¢io nas regides temperadas e tropicais. E
subdividida em 3 subfamilias muito distintas: Faboideae, Caesalpi-
nioideae e Mimosoideae.?

Para a subfamilia Faboideae estdo descritos aproximadamente
482 géneros e cerca de 12000 espécies de ampla distribuicdo nas
regides temperadas e tropicais, sendo que algumas dessas espécies
tem grande importincia medicinal, como as pertencentes ao género
Indigofera*

O género Indigofera apresenta cerca de 700 espécies herbdceas
e arbustivas que ocorrem em regides tropicais e subtropicais, princi-
palmente na Africa, ocorrendo na Australia, Argentina, China, India,
Panama, sudeste asiatico e Tailandia. No Brasil foram identificadas
11 espécies, sendo algumas delas amplamente distribuidas no estado
de Sao Paulo.’¢

Espécies de Indigofera apresentam uma diversidade de classes de
substancias, sendo encontrados flavonoides derivados do kaempferol
em I. hebepetala™ e rotenoides em 1. fictoria.® Acidos fendlicos e fla-
vonoides foram encontrados em 1. mysorensis'® e em I. heterantha."'"'*
De I. microcarpa foram isolados dois arilbenzofuranos.'* Nitrocom-
postos alifaticos ocorrem em mais de 60 espécies de Indigofera."> Sao
também encontrados glicosideos do dcido 3-nitropropanoico (NPA),'®
bem como seus ésteres mono-, di-, tri- e tetrassubstituidos.'”"* De
Indigofera hirsuta foi isolado o kaempferol 3,5-digalactosideo,” com
atividade antiparasitéria.”!

O presente trabalho foi realizado com o objetivo de determinar
a composi¢do quimica do extrato aquoso e do extrato metandlico

*e-mail: adrianacsmoura@yahoo.com.br

das partes aéreas de Indigofera hirsuta por CLAE-IES-EM (TOF),
bem como avaliar a atividade antirradicalar do precipitado (obtido da
centrifugacdo do extrato aquoso), dos extratos aquoso e metandlico
e das substancias isoladas.

PARTE EXPERIMENTAL
Procedimentos cromatograficos

Para os procedimentos cromatograficos foram utilizados: placas
preparadas de silica gel 60 (Merck®) (20 x 20 cm x 0,2 mm); coluna de
vidro preenchida com Sephadex LH-20 (70 cm x 3,0 cm d.i.), acoplada
auma bomba peristdltica modelo P1 18-1110-91 (Pharmacia®) e aum
coletor automdtico Redifrac (Pharmacia®); cromatégrafo liquido de
média pressdo Biichi Pump Manager C-615; cromatégrafo liquido de
alta eficiéncia (analitico) modelo PU-2089 (Jasco®), acoplado a detec-
tor de arranjo de foto diodos com faixa de varredura de 195-650 nm e
intervalo minimo de 1 nm, modelo MD-20140 (Jasco®), com coluna
de fase reversa RP,; imobilizadas com octadecilsilano, modelo Luna 2
(Phenomenex®) (250 x 4,6 mm d.i.) com particulas de tamanho médio
de 5 um e softwares Star Chromatography Workstation versdo 5.31
(Varian®) e EZChrom Elite Client/Server versdo 3.1.7 (Chromatec®)
para o processamento dos dados cromatograficos; cromatégrafo
liquido de alta eficiéncia (semipreparativo) modelo ProStar 210/330
(Varian®) acoplado a detector de arranjo de foto diodos, com coluna
de fase reversa RP , imobilizadas com octadecilsilano, modelo Luna
2 (Phenomenex®) (250 x 10,0 mm d.i.) com particulas de tamanho
médio de 10 um.

Determinacao estrutural

Para obten¢do dos dados espectroscopicos e espectrométricos
foram utilizados: espectrometro de ressonincia magnética nuclear
de 11,7 T (Varian Inova), operando a 500 MHz para 'H e 125 MHz
para *C, TMS foi usado como padrio interno para determinaco
dos deslocamentos quimicos; espectrofotometro de infravermelho
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Jasco®, modelo FT/IR — 4100; espectrofotdmetro de ultravioleta/
visivel (Hach®), modelo DR/4000 U; espectrometro de massas de alta
resolucido (EM-IES-QTOF) (FCF-USP-RP) ultrOTOFQ-ESI-TOF
Bruker Daltonics® (Billerica, MA — USA) acoplado ao cromatégrafo
liquido de alta eficiéncia Shimadzu® equipado com detector de arranjo
de foto diodos e coluna de fase reversa C,; Shimadzu® (250 x 4,6 mm
d.i.) com particulas de tamanho médio de 5 pm.

Material vegetal

As partes aéreas de Indigofera hirsuta Linn. foram coletadas
em dezembro de 2007 no Estado do Tocantins, Brasil, pelo botanico
E. R. dos Santos. Uma exsicata, de nimero 389, foi depositada no
herbario da Universidade Federal do Tocantins (UFT).

Extracio e isolamento

Ap6s a coleta, o material vegetal foi seco em estufa a 40 °C e
triturado em moinho de facas. O extrato aquoso foi preparado utili-
zando-se 400 g desse material e 4 L de 4gua a 80 °C em erlenmeyer
durante 24 h. A solugdo foi filtrada e armazenada a 10 °C, ocorrendo
formacao de precipitado, o qual foi separado por centrifugagao (1 g).
O sobrenadante foi em seguida concentrado e liofilizado, resultando
em 99 g de extrato aquoso. O extrato metandlico (40 g) foi obtido
a partir de 200 g do material vegetal por percolagdo com metanol
seguido de destilacdo do solvente sob pressdo reduzida.

O extrato aquoso (3 g, 4 x) foi solubilizado em metanol e fracio-
nado por cromatografia de permeagdo em gel (CPG) em coluna de
Sephadex LH-20 eluida com MeOH. As fracdes obtidas foram ana-
lisadas por cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC)
[placas de silica gel, eluidas em CHCl,/MeOH/n-PrOH/H,0, (5:6:1:4,
fase orgénica), reveladas com solugdo de anisaldeido/H,SO,J** e
agrupadas, resultando em 7 fracdes.

A fracdo 3 (241 mg) foi purificada por cromatografia liquida
média pressdo (CLMP) (C,, 15 x 1,5 cm, gradiente: H,O/MeOH;
2,5 mL min), resultando nas substincias: triptofano (1, 18 mg) e
uracila (2, 12 mg).

O extrato metandlico (1,5 g) foi fracionado por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) (coluna Luna 2 (Phenomenex®)
10 um (250 x 10,0 mm), 254 nm, 4 mL min™!, gradiente: solvente A:
H,O acidificado com 0,05% de TFA, solvente B: MeOH acidificado
com 0,05% de TFA, 10% B — 40% B (10 min), 40% B — 60% B (30
min), 60% B — 100% B (35 min); 100 mg mL"'; injecGes de 80 pL).
Este fracionamento resultou no isolamento dos flavonoides rutina (3,
12 mg) e kaempferol-3-O-B-D-glucopiranosideo (4, 9 mg), além de
dcido gdlico (5, 15 mg) e galato de metila (6, 10 mg).

O precipitado (1 g) foi fracionado por CPG, fornecendo 10
fracdes, que foram analisadas por CCDC (eluidas e reveladas nas
mesmas condigdes que o extrato aquoso), resultando no isolamento
do flavonoide kaempferol (7, 100 mg). A purificacdo por CLAE da
fragdo 9 permitiu o isolamento do 4cido protocatecuico (8, 7 mg)
[coluna Luna 2 (Phenomenex®) 10 um (250 x 10 mm), 254 nm, 4,8
mL min”, gradiente: solvente A: H,O acidificado com 0,05% de TFA,
solvente B: ACN acidificado com 0,05% de TFA, 5% B — 10% B (30
min), 10% B — 100% B (50 min); 80 mg mL"'; injecdes de 80 uL].

Analise dos extratos por CLAE-DAD-IES-EM (TOF)

Os extratos metandlico e aquoso foram, separadamente, solu-
bilizados em MeOH/H,O (5:95, v/v) (20 mg mL"), filtrados em
membrana de PTFE (politetrafluoretileno) e submetidos a andlise por
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector de arranjos
de diodos e espectrometro de massas - ionizac@o por electrospray e
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deteccdo de fons por tempo de voo [CLAE-DAD-IES-EM (TOF)].
Foi utilizado sistema CLAE-DAD (Shimadzu®) (Coluna Shimadzu®
NST,; 5 um (250 x 4,60 mm), 254 nm, 1 mL min™, gradiente: solvente
A: H,0 acidificado com 0,05% de TFA, solvente B: MeOH acidificado
com 0,05% de TFA, 5% B — 100% B (60 min). Os extratos foram
analisados no modo positivo de ionizacao.

Atividade antirradicalar

A atividade sequestradora de radicais livres dos extratos e das
substancias isoladas foi determinada utilizando DPPH (2,2-difenil-
1-picrilidrazila).?*%

Para avaliar a atividade sequestradora de radicais livres foi
utilizada uma solugio 0,04 mg mL"' de DPPH em metanol. Foram
adicionados 2 mL desta soluc@o a 1 mL da solu¢@o de cada amostra
em diferentes concentracdes (5, 10, 20, 40, 80 e 160 pg mL™"). Apds
30 min foram medidas as absorbancias das solugdes resultantes em
517 nm. O teste foi realizado em triplicata. O 4cido gdlico comercial
(Sigma®) foi utilizado como padrdo® (CE,, = 5 + 0,2 ug mL™"). As
porcentagens de absorbancia foram medidas pela equagdo (%A,) =
100 x (A, — A)/A,. A capacidade de doar um hidrogénio radicalar
das amostras foi estabelecida por andlise de regressdo linear no
intervalo de confianca de 95% (P<0,05) pelo programa Excel 2007,
expressando a concentragdo eficiente (CE;;) das amostras capaz de
reduzir o DPPH em 50% em 30 min.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Composicdo quimica

As estruturas das substancias 1 a 8 isoladas das partes aéreas de
Indigofera hirsuta foram identificadas a partir de dados espectros-
copicos obtidos por RMN (mono- e bi-dimensionais) e comparadas
com dados da literatura.””?® Os espectros de RMN de 'H e de '*C e
os dados de UV e IV estdo apresentados no material suplementar.
Para confirmar a presenga das substancias nos respectivos ext. MeOH
e extrato aquoso, as substancias isoladas (1-6) e os extratos foram
analisadas por CLAE-DAD-IES-EM (TOF). Esta andlise permitiu
combinar o tempo de retencdio das substiancias com os dados de
absorgdo no UV®3 (Figuras la e 1b).

A técnica forneceu, também, informacdes sobre o fon molecular e
fragmentos caracteristicos que possibilitaram confirmar as estruturas
das substancias analisadas (Figura 2, Tabela 1). Os espectros de mas-
sas das substancias 1 a 6 estdo apresentados no material suplementar.

O extrato MeOH € constituido por flavonoides (3 e 4) e substan-
cias fendlicas (5 e 6), enquanto que o extrato aquoso contém as subs-
tancias nitrogenadas triptofano (1) e uracila (2). (Tabela 1, Figura 2).

O aminodcido triptofano (1) com t_de 20 min, exibiu o fon mole-
cular protonado [M+H]* em m/z 205 (C,,0,H,;N,). A fragmentagio
de segunda ordem (EM/EM) de m/z 205 gerou os fons em m/z 188,
referente a perda de NH, (fragmento C,,0,H, N), e m/z 146, referente
ao fragmento C;OHN.

A uracila (2) com t_de 4 min apresentou fon molecular protonado
[M+H]*em m/z 113, de férmula molecular (C,0,H;N,).

A rutina (3) (t, = 31 min) apresentou o fon molecular protonado
[M+H]* em m/z 611, indicando férmula molecular C,,0,H,,. A
fragmentacdo EM/EM gerou fragmentos representativos de m/z 465
[M-146+H]* e de m/z 303 [M-146-162+H]*, indicando as perdas de
ramnose (146) e glicose (162), respectivamente.

O kaempferol-3-O-B-D-glucopiranosideo (4) (t, = 34 min) apre-
sentou o fon molecular protonado [M+H]*em m/z 449. A perda de
uma unidade de glicose [M-162+H]* levou a formacao do fragmento
referente a aglicona protonada (m/z 287).
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Figura 1. a) Cromatograma obtido por CLAE-DAD do extrato aquoso [CLAE-DAD (Jasco®), coluna Luna 2 (Phenomenex®) 5 um (250 x 4,60 mm d.i), 254
nm, 1 mL min”, gradiente: solvente A: H,0 acidificado com 0,05% de TFA, solvente B: MeOH acidificado com 0,05 % de TFA, 5% B — 100% B (60 min)];
b) cromatograma obtido por CLAE-DAD do ext. MeOH [CLAE-DAD (Jasco®), coluna Luna 2 (Phenomenex®) 5 um (250 x 4,60 mm d.i), 254 nm, 1 mL min”’,
gradiente: solvente A: H,0O acidificado com 0,05% de TFA, solvente B: MeOH acidificado com 0,05% de TFA, 5% B — 100% B (60 min)]; c) cromatograma
obtido por CLAE-DAD do precipitado [ CLAE-DAD (Jasco®), coluna Luna 2 (Phenomenex®) 5 um (250 x 4,60 mm d.i), 254 nm, 1 mL min”, gradiente: solvente
A: H,0 acidificado com 0,05% de TFA, solvente B: MeOH acidificado com 0,05% de TFA, 5% B — 100% B (60 min)]
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Tabela 1. Dados das substancias identificadas em Indigofera hirsuta
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Substancia Extrato t, uv fon precursor fons produtos
(min) A (NM) ([M+H]*) m/z (EM/EM) m/z
Triptofano (1) aquoso 20 278 205 188; 146
Uracila (2) aquoso 4 259 113 -
Rutina (3) MeOH 31 257,356 611 465; 303
Kaempferol-3-0-B-D-glucopiranosideo (4) MeOH 34 265; 347 449 287
Acido galico (5) MeOH 9 273 171 153; 127; 109
Galato de metila (6) MeOH 18 274 185 153; 126
Atividade antirradicalar
0 R__O
OH 0

N As porcentagens d~e absorbancia medida; pela equagdo (%A,) =

Os CoA 100 x (A, — A)/A, estdo representadas na Figura 3 e os valores da
07y Ry OH
oH CE,, na Tabela 2.

® ) (3)R=0glc-(6 —w1)-tham; R1 = OH
@R=0gle; Ri= H

(MR=0CH:R;=H

(5) R=0H; Ri=0H
(6) R=0CHz R;=O0H
(8) R=OH; Rj=H

Figura 2. Substancias identificadas nos ext. MeOH, no extrato aquoso e no
precipitado de Indigofera hirsuta

O espectro de massas do 4cido gélico (5) (t, = 9 min) exibiu o
ion molecular protonado [M+H]* em m/z 171, indicando a férmula
molecular C;O,H,. A fragmentacido de segunda ordem desse fon
precursor levou aos fragmentos de m/z 153 (perda de H,O [M-18+H]*
(C,0,H,)), m/z 127 (perda de CO, [M-44+H]* (C,O;H,)) e em m/z
109 [C,O,H,-H,O]*.

O galato de metila (6) (t, = 18 min) exibiu o fon molecular protona-
do [M+H]*em m/z 185 (C,OH,). A fragmentagao de segunda ordem
gerou os fons de m/z 153 (C,O,H,, perda da metoxila [M-OCH,]*) e
m/z 126 (C,O;H,, perda de COOCH,).

A literatura reporta a existéncia de flavonoides em Indigofera hir-
suta,”® enquanto que as substancias nitrogenadas triptofano (1) e uracila
(2) bem como a rutina (3), o kaempferol-3-O-B-D-glucopiranosideo
(4), o acido gilico (5), o galato de metila (6) o kaempferol (7) e o 4cido
protocatecuico (8) estdo sendo descritos pela primeira vez nesta espécie.

A identificacdo do triptofano tem grande importincia, uma vez
que estd relacionado a via biossintética de alcaloides bis-indélicos
como, por exemplo, o indigo e a indirubina.’'*?> Estes alcaloides jd
foram identificados em algumas espécies do género Indigofera (I.
suffruticosa e I. truxilelnsis), sendo obtidos dos extratos metandlicos
dessas espécies.®

Os resultados obtidos para o precipitado (CEg,= 38,8 = 0,7),
proveniente da centrifugacdo do extrato aquoso, e para o ext. MeOH
(CE,,=67,7+0,9) contém flavonoides e outras substancias fendlicas
e evidenciaram a atividade antirradicalar desses extratos.

O extrato aquoso (CE;,=462,7 + 1,0), que contém as substancias
nitrogenadas triptofano (1) e uracila (2), ndo apresentou atividade
antirradicalar quando comparado aos demais extratos e ao padrio

Tabela 2. Concentragao efeciente (CE;,) dos extratos e substancias de Indi-
gofera hirsuta

Amostras CE,, (ug mL")
Acido gilico comercial (Sigma®) 5+0,2%
Precipitado 38,8+0,7
Ext.MeOH 67,709
Extrato aquoso 462,7+1,0
Triptofano (1) 186,1 = 1,0
Uracila (2) 1958,0 0,9
Rutina (3) 21,6 £0.6
Kaempferol—3—O—B—D—glucopiranosfdeo 4) 4578 1,0
Acido gilico (5) 5+0,2%
Galato de metila (6) 5+0,3*
Kaempferol (7) 27,9 +0,6
Acido protocatecuico (8) 192,2+0,9

*0 dcido gélico padrdo e as substancias 5 e 6 reduziram o DPPH em mais de
50% na menor concentragao analisada (5 ug mL™").

Atividade antirradicalar com DPPH

o= == == icido gilico padrio

= = = precipitado

extrato aquoso

w— ext. MeOH

—_—

—

5 10 20

40

Concentragdo pg.mL!

80 160

Figura 3. Ensaio antirradicalar do dcido gdlico padrao, precipitado, extrato aquoso, ext. MeOH e das substdnicas isoladas (1-8) de Indigofera hirsuta
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do 4cido gélico comercial (CE, =5 = 0,2).

O 4cido gélico (5) (CE,=5 £ 0,2) isolado do ext. MeOH e o galato
de metila (6) (CE,,=5 + 0,3) foram as substancias que, na menor con-
centracdo, reduziram o DPPH em mais de 50%, enquanto que o 4cido
protocatecuido (8) apresentou CE,;192,2 +0,9. Esse fato pode ser expli-
cado pela presenga de duas hidroxilas fendlicas em 8 e trés em 5 ¢ 6.203*

A rutina (3) apresentou CEy =21,6 + 0,6, enquanto que o kaempfe-
rol-3-O-B-D-glucopiranosideo (4) exibiu CE, = 457,8 + 1,0. A menor
atividade antirradicalar de 4 em comparacdo a rutina (3) € justificada
devido a existéncia do sistema orfo-di-hidroxi no anel B de 3.*

O kaempferol (7) (CEs,= 27,9 + 0,6) ndo possui o sistema orto-di-
hidroxi no anel B sendo, portanto, sua atividade antirradicalar menos
pronunciada que em 3. A menor atividade antirradicalar da substancia 4,
um derivado do kaempferol, (CE,;=457,8 + 1,0), em comparagio com
7, é justificada pela presenca da glicose na posigdo 3 de 4.3

Comparadas aos flavonoides as substincias 1 e 2 ndo t€m a pro-
priedade de estabilizar o radical formado, pois nio apresentam em suas
estruturas hidroxilas fenélicas (Figura 2), sendo, portanto, pouco efetiva
a acdo de sequestrar o hidrogénio radicalar para formar a difenilpicril-
hidrazina.*>3

Os flavonoides j4 sdo considerados substancias com potentes proprie-
dades antirradicalares.>*® A presenca de flavonoides (3, 4 ¢ 7) e outros
fendlicos (5, 6 e 8) no precipitado e no ext. MeOH das partes aéreas
de Indigofera hirsuta justifica a propriedade antirradicalar da espécie.

CONCLUSAO

A técnica CLAE-IES-EM (TOF) mostrou-se adequada para identifi-
car os constituintes quimicos dos ext. MeOH e aquoso das partes aéreas
de Indigofera hirsuta. Através da andlise dos fons moleculares protona-
dos e dos fragmentos nos espectros de massa foi possivel identificar as
substancias isoladas dos extratos como sendo: triptofano (1), uracila (2),
rutina (3), kaempferol-3-O-f-D-glucopiranosideo (4), dcido gélico (5) e
galato de metila (6). As substancias kaempferol (7) e dcido protocatecuico
(8) foram isolados do precipitado (Figura 1c).

Comparando-se os extratos de Indigofera hirsuta, a melhor atividade
sequestradora de radicais livres foi obtida para o precipitado, seguido do
extrato metandlico e do extrato aquoso. Esta atividade € justificada pela
presenca do kaempferol no precipitado, da rutina, dcido gélico e galato
de metila, no ext. MeOH. Essas sdo substancias capazes de melhor se-
questrar um hidrogénio radicalar do DPPH e formar um radical estavel.

MATERIAL SUPLEMENTAR

Os espectros de massas, os espectros de RMN 'H, os dados de RMN
de BC, UV e IV encontram-se disponiveis gratutitamente em http://
quimicanova.sbq.org.br, na forma de arquivo PDF.
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