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Capitulo 2

ANALISE METABOLOMICA DE SAPONINAS
EM MACHAERIUM ACUTIFOLIUM POR
UHPLC-ESI-MS/MS

Charlyana de Carvalho Bento
Gabriel Sardinho Greggio
Renan Canute Kamikawachi
Angela Liicia Bagnatori Sartori

Miriam Sannomiya

2.1 Introducio

A Metabolomica é a ciéncia que estuda o metabolismo e os metabdli-
tos, moléculasimportantes para a fisiologia celular e respostas ao ambiente
onde o organismo estd inserido. Esses dados sdo geralmente obtidos por
meio de experimentos de cromatografia associados a espectrometria de
massas, como Liquid Chromatography-Mass Spectrometry (LC-MS) ou
Gas Chromatography-Mass Spectrometry (GC-MS). A identificagio dos
metabdlitos secunddrios presentes nessas espécies € realizada através de
comparacdes com banco de dados, como o caso do Global Natural Product
Social Molecular Networking (GNPS) (Pilon et al.,2020). Os metabdlitos secun-
ddrios sio moléculas organicas produzidas por microrganismos ou plantas,
que ndo sdo essenciais para suas atividades primadrias, como obtengio de
energia e mantimento de fun¢des vitais, mas podem trazer vantagens para
o crescimento, protecdo e adaptacdo deles (Seker; Erdogan, 2023).

A exploragio do potencial dessas moléculas oriundas de plantas
permite sua aplicagdo em diversas dreas e com efeitos promissores, desde
aagricultura até a saide humana. O aproveitamento desse potencial bio-
16gico pode gerar desde agroquimicos com menor potencial destrutivo, o
que poderia colaborar ao Objetivo de Desenvolvimento Sustentdvel (ODS)
14 (Vida na dgua) e a ODS 3 (Saude e bem-estar), através do desenvol-
vimento de fdrmacos sustentdveis e importantes para a saude humana
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(Menezes et al., 2019). Assim, pesquisas que vislumbram contribuir para o
conhecimento da metabolémica da biodiversidade brasileira, valorizam os
conhecimentos tradicionais e podem agregar valor econdmico ao material
vegetal de nosso pafs. O estudo de espécies do género Machaerium, inte-
grante da familia da Fabaceae, conhecido popularmente como jacarandsi,
pode ser de grande relevancia (Flora do Brasil, 2024).

Na medicina tradicional, o chd de cascas de espécies pertencentes a
esse género é utilizado para fins antidiarreicos, antiulcera e tratamento de
cdlicas (Amen et al., 2015). Até o presente momento, cerca de 130 espécies
foram descritas no género (WFO Plant List, 2024). Cerca de 17% dessas
espécies foram estudadas sob o ponto de vista quimico ou biolégico. Den-
tre as espécies estudadas estdo Machaerium acutifolium, M. amplum, M.
aristulatum, M. eriocarpum, M. floribundum, M. hirtum, M. incorruptibile, M.
kuhlmannii, M. multiflorum, M. nictitans, M. pedicellatum, M. vestitum e M.
villosum (Alves et al., 1966; Bento et al., 2018; Carvalho et al., 2022; Dourado et
al.,2024; ElSohly; Joshi; Nimrod, 1999; Imamura et al., 1982; Kurosawa et al.,
1978; Lopes et al.,2020; Muhammad et al., 2001; Tahira et al., 2022; Waage;
Hedin; Grimley, 1984). De acordo com as andlises quimicas dessas espécies
foram isolados ou identificados sesquiterpenos, triterpenos, esterdides,
cinamilfendis, ubiquinonas, hexahidrocanabinois, alcaldides, proanto-
cianidinas, flavondides e saponinas. Os extratos apresentam uma variada
atividade bioldgica, tais como antimaldrica contra Plasmodium falciparum
W-2 comIC_ de120 ng/mL (Muhammad et al.,2001). O extrato de M. mul-
tiflorum apresentou atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus
(IC,, 0,65 ug/mL). Enquanto o extrato das folhas de M. hirtum apresenta
acdo anti-inflamatdria e efeito anti-inoceptivo (Lopes et al., 2020). O extrato
das folhas de M. villosum apresentou ac¢do antifungica frente a Cryptococcus
neoformans com CIM de 16 ng/ml. As isoflavonas isoladas do extrato de M.
aristulatum apresentaram atividade antigiardial com IC, de 0,28 a1,9 pg/
mL (ElSohly; Joshi; Nimrod, 1999). A proatocianidina isolada de M. flori-
bundum apresentou atividade contra a bactéria Pseudomonas maltophilia.

Esses dados evidenciam a relevaincia da continuidade dos estudos
que envolvem extratos de espécies de Machaerium. Conforme a literatura,
o extrato das folhas da espécie M. acutifolium ja foi previamente estudada
porinjecdo direta em um espectrometro de massa com um analisador de
armadilha de {ons equipado com uma fonte de ionizacao por eletrospray
(DI-ESI-MS/MS). Os autores descreveram a identificacdo de flavondis,
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isoflavondides e um biflavondide. De acordo com a medicina tradicional,
as cascas do caule de M. acutifolium sio adstringentes, enquanto suas
folhas sdo empregadas como cataplasma para feridas e contusdes (Filardi;
Garcia; Carvalho-Okano, 2007). No entanto, até o momento nio se tem
estudos que envolvam o extrato dos galhos dessa espécie. Assim, esse
trabalho tem como objetivo realizar o estudo metabolémico dos extratos
dos galhos e folhas de M. acutifolium por HPLC-ESI-ITMS/MS.

2.1 Metodologia

Material vegetal

A coleta de galhos e folhas de Machaerium acutifolium foi realizada
pela taxonomista Prof.? Dr.2 Angela Liicia Bagnatori Sartori nas coordenadas
geogrificas: 20°30°18” S e 54937°2” W, regido do Campo Grande, Mato Grosso
do Sul, Brasil. A exsicata desse material vegetal encontra-se depositadano
Herbario CGMS da Universidade Federal do Mato Grosso do Sul sob aiden-
tificagio CGMS 78108 e seu registro no SisGen tem o protocolo AAC0O301.

Obtencio dos extratos

O material vegetal foi seco em uma estufa de ventila¢do a 40 °C
por 15 dias. Em seguida, galhos e folhas foram separados, cortados em
pedacos menores e moidos separadamente em um moinho de facas. O
po de cada 6rgdo foi submetido ao processo de extragdo por percolacdo
exaustiva utilizando etanol 70% (Migliato et al., 2011). O processo envol-
veu 510 g do p6 das folhas e 300 g do pé dos galhos com etanol 70% (v/v),
separadamente. A taxa de fluxo do percolador foi ajustada para aproxi-
madamente 30 gotas/min. Apés a extracdo, o solvente foi removido em
um evaporador rotativo sob pressio reduzida a uma temperatura de 40
°C. Apds a secagem, obteve-se um sdlido marrom escuro de 106,0 g para
o extrato das folhas de M. acutifolium (Macf, 20,8%) e 48,0 g do extrato
dos galhos de M. acutifolium (Macg, 16,0%).

Anidlise por UHPLC-ESI-IT-MS/MS

As analises de espectrometria de massas foram realizadas em um
espectrometro de massas LCQ FLEET (UHPLC-PDA-ESI-IT-MS®”, Thermo
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Scientific®). Para a separagdo cromatogréfica, foi utilizado o sistema
UHPLC-ESI-IT-MS", com uma coluna de fase reversa Acquity UPLC® BEH
C18 (2,1 x 50 mm 1,7 pm), no modo gradiente: 0-1,5 min (12-15% ACN);
1,5-4 min (15-25% ACN); 4-5,5 min (25-29% ACN); 5,5-7 min (29-32%
ACN); 7-8,5 min (32-50% ACN); 8,5-10 min (50-65% ACN); 10-12,5 min
(65-70% ACN); 12,5-14 min (70% ACN); 14-17 min (70-100% ACN) e 17-20
min (100% ACN) com uma taxa de fluxo de 0,350 mL/min, temperatura
do capilar de 350 °C, nitrogénio como gds de nebulizac¢io e vacuo de 1,14
Torr. As fases méveis utilizadas foram dgua (A) e acetonitrila (B), ambas
acidificadas com 0,1% de 4cido férmico. As matrizes estudadas foram
analisadas no modo de ioniza¢do por electrospray (ESI) e as fragmenta-
¢bes em multiplos estdgios (MS?, MS® e MS") foram realizadas em uma
interface do tipo armadilha de fons (IT). O modo negativo foi escolhido
para a geragio e andlise dos espectros de massas de primeira ordem (MS),
bem como para os outros experimentos de multiplos estdgios (MS") nas
seguintes condig¢des: voltagem do capilar -4 V, voltagem de spray -5 kV.
A faixa de aquisicdo foi de m/z 50-2000, com dois ou mais eventos de
varredura realizados simultaneamente no espectrdmetro de massas LCQ.

O primeiro evento foi uma varredura completa do espectro de massas
para adquirir os dados dos fons na faixa de m/z estabelecida. Os outros
eventos de MS" foram realizados a partir dos dados dessa primeira varre-
dura para fons precursores pré-selecionados com energias de colisdo de
25e30% da energia total do instrumento. A FIA-ESI-IT-MS" foi realizada
nas seguintes condices: nitrogénio como gds de nebulizac¢do; temperatura
do capilar ajustada a 350 °C; vicuo de 1,14 Torr e taxa de fluxo de 5 puL/
min. Para a aquisi¢do e processamento dos dados espectrométricos, foi
utilizado o software Xcalibur (Thermo Scientific®).

3 Resultados e discussoes

As técnicas de andlise UHPLC-IT-ESI-MS/MS e de redes molecula-
res do GNPS foram aplicadas para identificar a composi¢do quimica dos
extratos de M. acutifolium. Para a identificagdo putativa dos metabdlitos
secunddrios, estabeleceu-se um score de cosseno maior que 0,7 na ana-
lise de redes moleculares. Conforme a rede molecular, observa-se que as
saponinas com esqueleto de hederagenina sdo observadas apenas nos
galhos, enquanto as soyasaponinas sdo observadas em ambos os érgaos
dessa espécie (Figura1).
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Para se obter mais informagdes sobre os constituintes quimicos
presentes nos extratos, foi realizada andlise por UHPLC-IT-ESI-MS/MS
e, conforme os estudos dos fons precursores e seus ions produtos, com
dados da literatura e do banco de dados GNPS, foi possivel identificar
duas saponinas (1 e 2) no extrato das folhas de M. acutifolium. Enquanto
nos galhos foram identificadas 9, sendo quatro delas de esqueleto do tipo
soyasapogenol A (3,4, 5), trés do tipo Soyasapogenol B (1,2 e 8), duas de
esqueletos do tipo Soyasaponina Be (9), e dois esqueletos de hederagenina
(6 €7) (Tabela1).

Identificacdo das saponinas por UHPLC-ESI-MS/MS

Aidentificagdo das saponinas triterpénicas foi realizada utilizando
cromatografia liquida de ultra alta eficiéncia com ionizacgo por elec-
trospray e espectrometria de massas em tandem (UHPLC-ESI-MS/MS)
em modo negativo. As saponinas estdo presentes nas folhas e galhos
de M. acutifolium.

Figura 1— Andlise por rede molecular dos extratos de folhas e galhos de M. acutifolium
destacando as saponinas identificadas por espectrometria de massas (modo negativo)

daponinas de Soyasapogenal
'Y N

® Mact .
® Macg %
Saponinas de Hederagenina :'/g.' i 2\, Saponinas de Soyasaponina Be

[ .
®

De acordo com Pollier et al. (2011), as clivagens glicosidicas das
saponinas obtidas no espectro de MS/MS fornecem informacgdes sobre os
residuos de agucar e a aglicona da saponina. Normalmente, os residuos
de agicar sdo hexoses (glicose e galactose), deoxi-hexoses (ramnose),
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pentoses (xilose e arabinose) e dcido urénico (4cido glucurdnico). Os
espectros de MS/MS mostram perdas tipicas, como dgua (-18 Da), residuo
de galactosideo/glicosideo (-162 Da), residuo de ramnosideo (-146 Da),
arabinose (-150 Da) e dcido glucurdnico (-158 Da), todas essas fragmen-
tagOes sao compativeis com os grupos laterais mencionados.

Nos espectros de fragmenta¢io de MS/MS das saponinas foram
detectados os fons fragmentos de m/z 453 e 473 Da, os quais sdo caracte-
risticos das agliconas triterpénicas. Doze dessas agliconas (Soyasapogenol
A, B; Soyasaponina Be; Hederagenina) s3o do tipo oleanano. A literatura
indica que apenas a saponina 1 foi previamente observada no extrato
hidroetandlico das folhas de M. amplum (Tahira et al., 2022), enquanto
as outras estdo sendo descritas pela primeira vez no género Machaerium.

Os triterpenos abrangem uma variedade de mais de 100 tipos dife-
rentes de esqueletos, dentre eles pentaciclicos do tipo oleanano, os quais
sdo abundantes em diversas plantas (Garg et al., 2020). Eles quando asso-
ciados a unidades glicosidicas sio denominados saponinas. As saponinas
sdo uma classe de substincias de alto peso molecular que possui como
aglicona triterpendide e/ou de esteroide contendo aguicar(es) (Singh;
Chaudhuri, 2018). A cadeia glicosidica pode ser consistida de agicares
como glicose, galactose, rhamnose, xilose etc. (Nguyen et al., 2020).

Tabela 1 — Substincias identificados por anélise por UHPLC-IT-ESI-MS/MS do extrato
hidroetandlico das folhas (Macf) e galhos (Macg) de M. acutifolium Vogel

, Tempo
Numero , Compostos Parte n
de Re- .| lonfragmen- . Referén-
Com- - | [M-H] Identifica- da .
tengdo tos (m/z) cias
posto . dos Planta
(min)
dHex-Hex- Pollier ez
-HexA-Soya- al., 2011;
1 3595 | 941 | 923;879;733 XATS0YA™ Iy rack )
sapogenol B Tabhira,
(isdbmero 1) 2021
dHex-Hex- Pollier et
-HexA-Soya- al., 2011;
2 39,62 941 923; 879; 733 Macf .
sapogenol B Tahira,
(isémero 2) 2021
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, Tempo
Numero P Compostos | Parte n
de Re- .| Ionfragmen- . Referén-
Com- - | [M-H] Identifica- da .
tengido tos (m/z) cias
posto h dos Planta
(min)
Pollier et
dHex-Hex-
939; 895; 811; al., 2011;
-HexA-Soya-
3 33,7 957 767;749; 631; Macg Llorent-
sapogenol A ,
613;541; 473;453| . ", Martinez et
(isdbmero 1)
al., 2015
dHex-He- Pollier et
x-HexA al., 2011
1 34,7 941 923; 879; 733 Macg .
Soyasapogenol Tabhira,
B (isémero 1) 2021
Hex-HexA- .
793;749; 649; Nascimento
4 35,1 811 Soyasapogenol|Macg
473 A etal., 2019
A (isbmero 1)
Pollier et
dHex-Hex-
al., 2011
939; 895; 811; |-HexA-Soya-
5 35,6 957 Macg |Llorent-
649; 473 sapogenol A ,
(isémero 2) Martinez et
al., 2015
937;911; 893; |dHex-Hex- .
Pollier ez
6 35,6 955 809;747; 629; |-HexA-Hede- |Macg al.. 2011
611;539; 471 |ragenina "
747; 647; 629; |Hex-HexA- Pollier et
7 37,3 809 PO PET . |Mac
- 585; 567; 471; 451|Hederagenina g al., 2011
dHex-Hex- Pollier et
-HexA-Soya- al., 2011
2 40,0 941 923; 879; 733 Macg .
sapogenol B Tahira,
(isémero 2) 2021
dHex-Hex- Pollier et
-HexA-Soya- al., 2011;
8 41,1 941 923; 879; 733 Macg .
sapogenol B Tahira,
(isdbmero 3) 2021
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, Tempo
Numero | 4 pe fon fragmen- | COMPOStos | Parte | o o en
Com- - | [M-H] 8 Identifica- da .
tengio tos (m/z) cias
posto . dos Planta
(min)
Pollier et
al., 2011;
921; 877;793; |Soyasaponina Negri;
. 77 793- i
2 442 | 939 631,455 Bey(isérpnero ) [Macg  |Tabach,
’ 2013;
Nascimento
etal., 2019

As soyasaponinas sdo basicamente divididas com base ao esqueleto
e as formas do glicosideo, sendo elas dos tipos A, B e 2,3-di-hidro-2,-
5-di-hidroxi-6-metil-4H-pirano-4-ona. As soyasaponinas do grupo Be,
apresentam na posi¢do C-3 um monossacarideo e auséncia de um grupo
hidroxilico em C-21.

A Soyasapogenol B, a parte aglicona do grupo B soyasaponina, pode
ser encontrada na soja e pode ser obtida a partir de tratamento térmico e
hidrélise dcida, fazendo que assim seja encontrada em produtos comer-
ciais com base de soja. As soyasaponinas do grupo A, por sua vez tem uma
hidroxila em C-21e duas por¢des de acucares ligadas separadamente nas
posicdes C-3 e C-22 da soyasapogenol A (Guang et al., 2014).

De acordo com Sasaki et al. (2005), a soyasapogenol A reduz o nimero
de células inflamatdrias infiltrantes no figado e o nivel elevado de TNF-a
plasmadtico prevenindo os danos ao figado no modelo de camundongo com
hepatite induzida por ConA. A saponina soysapogenol A e seus derivados
exibem atividade inibitdria naliberagdo de NO com valores de IC_ de 16,70
222,09 uM, indicando seu potencial anti-inflamatdrio (Zhou et al., 2021).
Duas saponinas do tipo soysapogenol A diminuem a hipercolesterolemia
e inflamag¢do em camundongos APOE (Xie et al., 2020). A saponina de
esqueleto de Hederagenina isolado do extrato de Stauntoni hexaphylla
apresentou atividade anti-inflamatéria no ensaio de 6xido nitrico (NO)
com efeito inibitério de IC, = 0,59 uM (Vinh et al., 2019). A presenga de
mais derivados de soyasapogenol e hederagenina no extrato dos galhos
pode indicar que ele tenha um maior potencial anti-inflamatdrio e justi-
ficar seu uso popular no tratamento de inflamacgdes.
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2.4 Consideracoes finais

O estudo de metaboldmica dos extratos de galhos e folhas de Machae-
rium acutifolium indica uma maior diversidade de saponinas nos galhos.
As andlises revelaram a presenca significativa de saponinas triterpénicas,
destacando a predominéncia de soyasaponinas e derivados de hederage-
nina, com importantes propriedades anti-inflamatdrias. Esses resultados
nfo apenas justificam o uso tradicional dos galhos no tratamento de
inflamagdes, mas também sugerem novas possibilidades para o desen-
volvimento de produtos terapéuticos a partir de compostos naturais. A
pesquisa contribui para o entendimento da diversidade quimica desta
espécie, valorizando o conhecimento tradicional e potencializando seu
uso em aplicac¢Ges farmacéuticas futuras.
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