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RESUMO

Isoflavonas sdo compostos fendlicos de ocorréncia principalmente na familia
Leguminosae, utilizados, entre outros, como alternativa para a reposi¢gdo hormonal
em mulheres no periodo pds-menopausa, devido a sua acido estrogénica seletiva.
Em vista disso, foi investigada a presenca das isoflavonas daidzeina, genisteina,
formononetina e biochanina A em 153 espécies de Leguminosas nativas do Rio
Grande do Sul através de cromatografia liquida de alta eficiéncia. Destas, 42
espécies apresentaram ao menos uma das quatro isoflavonas investigadas.
Pertencente a familia Leguminosae, o género Trifolium é encontrado em quase toda
a zona temperada e subtropical do mundo, sendo que a espécie Trifolium
riograndense € nativa do estado do Rio Grande do Sul. As isoflavonas daidzeina,
genisteina, formononetina e biochanina A foram quantificadas nesta espécie, que
apresentou 0,187 mg de daidzeina; 0,223 mg de genisteina; 16,683 mg de
formononetina e 1,207 mg de biochanina A (por grama de amostra seca). A parte da
planta com maior concentragao de isoflavonas foi a folha, com 7,331 mg por grama
de amostra seca, e a parte da planta com menor teor destas isoflavonas foi a raiz,
com 2,806 mg por grama de amostra seca. Formononetina foi a isoflavona
majoritaria em todas as partes da planta analisadas. Ainda, foram realizados ensaios
de atividade antiinflamatéria do extrato das folhas de Trifolium riograndense. Foram
utilizados os modelos de quimiotaxia in vitro em camara de Boyden e indugao de
edema em pata de ratos, utilizando a carragenina como agente flogistico. Pelo
ensaio de quimiotaxia, verificou-se que o extrato das folhas do trevo em estudo
apresentou inibicdo da migracao leucocitaria de forma significativa em diversas
concentragdes testadas. Através do ensaio de edema em pata de rato, verificou-se
gue a administragao por via oral de extrato de Trifolium riograndense em ratos, na
dose de 100 mg/kg, inibiu a formagcdo do edema provocado pela carragenina,

significativamente.

PALAVRAS-CHAVE: Leguminosae, Trifolium riograndense, trevo, isoflavonas.






ABSTRACT

INVESTIGATION OF ISOFLAVONES IN LEGUMINOUS NATIVES OF SOUTH
BRAZIL, WITH EMPHASIS IN TRIFOLIUM RIOGRANDENSE BURKART

Isoflavones are polyphenolic compounds of Leguminosae Family. They are used as
alternative therapy for treating symptoms of the menopause, due their selective
action in oestrogenic receptors. So, the presence of isoflavones daidzein, genistein,
formononetin and biochanin A was investigated in 153 species of the Leguminosae
Family that are natives of South Brazil, by high performance liquid chromatography.
Forty two species showed at least one of four investigated isoflavones. The genus
Trifolium belongs to Leguminosae Family. It is found in temperate and subtropical
regions in the world. Trifolium riograndense is a species native of Rio Grande do Sul
— Brazil. The isoflavone content in this species was 0.187 mg g-1 of dry material
(DM) to daidzein; 0.223 mg g-1 of DM to genistein; 16.683 mg g-1 of DM to
formononetin, and 1.207 mg g-1 of DM to biochanin A. The leaf was the part of the
plant with more isoflavone content, 7.331 mg of DM. The root was the part with less
isoflavone content, 2.806 mg of DM. The majority isoflavone in all parts was
formononetin. The dry extract of leaves of Trifolium riograndense was submitted to
biological tests. The anti-inflammatory activity was analyzed by Boyden chamber
assay, it allowed observe chemotaxis phenomenon, and by induced rat paw oedema
using carrageenan as flogistic agent. Through chemotaxis model, potential activity
could be observed to extract of Trifolium riograndense. In the induced rat paw
oedema test, a significantly inhibition of oedema was observed in the animals treated

with extract of Trifolium riograndense (100 mg/kg).

KEYWORDS: Leguminosae, Trifolium riograndense, isoflavones, clover
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INTRODUCAO






O periodo pdés-menopausa se caracteriza por diversos disturbios (NAVARRO
et al., 2001), sendo a terapia de reposicdo hormonal recomendada para as mulheres
neste estagio (HAN et al., 2002). Porém, a reposicao hormonal pode ocasionar
inumeros efeitos adversos, sobretudo quando utilizado por longo periodo. Sabe-se
que as plantas sdo uma fonte importante de produtos naturais biologicamente ativos,
dentre estes os fitoestrogenos, que poderiam ser alternativas terapéuticas neste
periodo da vida da mulher, visto que estes compostos podem promover efeitos
seletivos (WOLFF, 2005).

Os isoflavondides s&o muito utilizados como fitoestrogenos. Séao
caracterizados, como os demais flavonodides, por uma cadeia arila-C3-arila, mas do
tipo difenil-1,2-propano. As isoflavonas tém recebido muita atengdo atualmente
devido aos seus efeitos benéficos a saude humana. Estudos demonstram que estes
compostos sao Uteis na prevengao e tratamento de cancer, perda 6ssea e sintomas
associados a menopausa, e também podem reduzir os teores de colesterol
(SIVESIND & SEGUIN, 2005).

Ao contrario das outras classes de flavondides, a distribuicdo taxonémica de
isoflavonas é restrita. Salvo rarissimas excecdes, sdo de ocorréncia exclusiva na
Familia Leguminosae (ZUANAZZI & MONTANHA, 2003). Esta € uma das maiores
familias dentre as dicotiledéneas, possuindo mais de 600 géneros que reunem cerca
de 13.000 espécies, espalhadas em todo mundo, especialmente nas regides
tropicais e subtropicais (JOLY, 1993).

A maior parte dos estudos sobre isoflavonas estdo focados no grao de soja
(Glycine max), que contém dois tipos de isoflavonas em grandes quantidades
(genisteina e daidzeina). No entanto, o grao de soja possui de 2 a 10 vezes menor
teor de isoflavonas que o trevo-vermelho (Trifolium pratense). Extratos de
isoflavonas (genisteina, daidzeina, formononetina e biochanina A) e cumestanos
(cumestrol) derivados da soja e do trevo-vermelho sdo, em muitos paises, um dos

medicamentos de venda livre mais comercializados (WUTTKE et al., 2003).

A comprovacgado da atividade estrogénica e de outras diversas propriedades

biolégicas das isoflavonas daidzeina, genisteina, formononetina e biochanina A



(USUI, 2006) torna a analise da presenca destes compostos em espécies de
leguminosas muito importante, tendo como objetivo a descoberta de novas fontes

destas isoflavonas.

Tém crescido o interesse por uma classificacdo mais natural das plantas,
considerando também a composi¢do quimica, ocasionando um redimensionamento
da classificacdo taxondmica existente. O estudo fitoquimico, associado com a
correta classificagdo botanica do taxon, pode representar uma ferramenta
interessante, contribuindo significativamente na obteng&o de novas moléculas ativas
(HEGNAUER, 1986). Diante disso, considera-se relevante a possibilidade da
utilizacdo das isoflavonas como marcadores quimiossistematicos para a familia

Leguminosae.

A espécie Trifolium riograndense Burkart € uma importante leguminosa, nativa
do Rio Grande do Sul, tendo como principal caracteristica a fixagao de nitrogénio do
solo, o que melhora a qualidade das pastagens. Tendo em vista a busca por novas
espécies de interesse a farmacologia moderna, considera-se relevante o estudo
desta espécie, visando a identificacdo e quantificagao das isoflavonas presentes e a
determinagdo da atividade antiinflamatéria desta espécie, visto que ndo ha na
literatura cientifica nenhum estudo quimico e de atividades biolégicas desta planta

até o presente momento.



OBJETIVOS






A presente dissertagcao tem por objetivo investigar a presenca de isoflavonas
em espécies de Leguminosas nativas da regido sul do Brasil, bem como investigar
os teores de isoflavonas nas diferentes partes da espécie Trifolium riograndense.
Além disso, objetiva-se investigar a atividade antiinflamatéria do extrato de Trifolium

riograndense.

Objetivos Especificos

Verificar a presenga das isoflavonas (genisteina, daidzeina, formononetina e
biochanina A) por CLAE em extratos de folhas de 153 espécies de leguminosas

nativas da Regido Sul do Brasil.

Identificar e quantificar as isoflavonas nas diferentes partes de Trifloium

riograndense.

Determinar a atividade antiinflamatdria do extrato seco das folhas de Trifolium
riograndense pelo método de inibicado da quimiotaxia in vitro, através do modelo de

camara de Boyden.

Investigar a atividade antiinflamatoria do extrato seco das folhas de Trifolium

riograndense pelo método de edema em pata de rato.






CAPITULO | — REVISAO SOBRE MENOPAUSA E FITOESTROGENOS



10



I.1 Climatério e Menopausa

Como marco biolégico, o climatério representa a transicdo entre a fase
reprodutiva e a ndo reprodutiva, ou seja, do menacne para a senilidade, com

consequéncias sistémicas e potencialmente patolégicas (BOSSEMEYER, 1999).

O climatério é um fenémeno fisiologico decorrente do esgotamento dos
foliculos ovarianos que ocorre em todas as mulheres de meia idade, seguido da
queda progressiva da secre¢ao de estradiol, culminando com a interrupgao definitiva
dos ciclos menstruais (menopausa) e o surgimento de sintomas caracteristicos
(ALDRIGHI et al., 2002).

A menopausa, definida clinicamente como ultimo fluxo menstrual, € um
evento natural que ocorre em mulheres com idade em torno dos cinquenta anos,
decorrente da faléncia gonadal e caracterizada por deficiéncia de hormdnios
esterdides (NAVARRO et al., 2001). Segundo a Organizagcdo Mundial da Saude
(WHO, 1996), a menopausa natural é definida por 12 meses consecutivos de
amenorréia, sem outra causa patolégica ou psicoldgica evidente, n&do existindo

nenhum indicador bioldgico independente e adequado para caracteriza-la.

A faléncia ovariana observada no periodo do climatério determina um estado
hipoestrogénico, podendo ocasionar diversos disturbios, como sintomas
vasomotores, osteoporose e alteragées urogenitais. Ainda, dificuldades cognitivas,
instabilidade emocional e humor depressivo tém sido igualmente relacionados ao
climatério (DE LORENZI et al.,, 2005). Conforme MEDEIROS e colaboradores
(2006), as principais manifesta¢des clinicas do climatério sdo sintomas vasomotores,
nervosismo, diminuicdo da memoria e fadiga, e acometem cerca de 60% das

mulheres nesta fase. A atrofia urogenital e a osteoporose surgem apés alguns anos.

Em relagdo aos sintomas vasomotores, as ondas de calor sdo o sintoma mais
freqliente em mulheres climatéricas. Caracterizam-se por uma sensagao transitéria e
subita de aumento da temperatura corporal, freqliientemente acompanhada de
sudorese, palpitacdes e cefaléia, que acaba por interferir nas atividades diarias e na

qualidade do sono podendo ter impacto negativo na qualidade de vida. O

11



mecanismo fisiopatolégico das ondas de calor ainda ndo é totalmente conhecido,
porém, sabe-se que o declinio dos niveis de estradiol interfere no centro regulador
da temperatura localizado no hipotalamo, favorecendo a sua ocorréncia (ALDRIGHI
et al., 2002, DE LORENZI et al., 2005)

A deficiéncia estrogénica causada pela menopausa é também um dos
principais fatores de risco para osteoporose em mulheres. Os estrogénios, por sua
agao anti-reabsortiva, atuariam prevenindo a perda de massa 6ssea, diminuindo o
risco de fraturas. Na menopausa, diminui-se a formacao 6ssea em cada unidade de
remodelacdo, o que conduz a uma perda de massa 6ssea. Dentre os fatores de
risco esta a auséncia de atividade fisica regular e de terapia de reposi¢ao hormonal,
bem como fatores genéticos e relativos a dieta (HALLBERG et al.,1992). Acredita-se
que, apdés a menopausa, as mulheres perdem de 2% a 3% de sua massa de 0sso
cortical por ano (LUCASIN JUNIOR & LIMA, 1994).

O hipoestrogenismo é responsavel por varias manifestacées urogenitais na
mulher menopausada: ressecamento vaginal, dispareunia, prurido vulvar, leucorréia,
dificuldades de esvaziamento vesical, urgéncia e aumento da frequéncia miccional,
nocturia, disuria e incontinéncia urinaria. Varios elementos sdo responsaveis pela
continéncia urinaria, incluindo aqueles dependentes de estrogénio, em particular o
tbnus e o trofismo do assoalho pélvico e da mucosa uretral. Também existem
receptores de estrogeno e de progesterona no trato urinario inferior e assoalho
pélvico nos ligamentos e nas fascias musculares que compdem o diafragma pélvico
e urogenital da mulher (PARDINI, 2007).

Na esfera cognitivo-comportamental, no climatério, ndo sdo raras mudancas
comportamentais, maior labilidade emocional e até dificuldades com a meméria (DE
LORENZI et al., 2005). As evidéncias que sustentam a hipétese de que a deficiéncia
estrogénica seja uma das causas de deméncia senil é oriunda da associagao
positiva entre o estrogeno exdégeno e a performance cognitiva em mulheres idosas
sem deméncia. Os efeitos protetores do estrégeno no cérebro incluem aumento da
atividade colinérgica, reducao da perda neuronal e estimulagdo axonal, proliferagao

de formagdes dendriticas, redugado da isquemia cerebral por aumento da circulagao
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e reducdo dos niveis de colesterol e modulagcdo da expressdo génica da
apolipoproteina E (SCHUMAKER et al., 2003).

Ainda, niveis baixos de estrogénio, observados em mulheres apods a
menopausa, tém mostrado atenuar a resposta imune e predispor o organismo a
invasao microbiana e infeccao (OLSEN & KOVACS, 1996; MEDEIROS et al., 2003).
Um estudo de corte transversal relatou diminuigdo nos nimeros de linfocitos CD4,
linfocitos B e atividade citotoxica das células NK em mulheres apés a menopausa
(GIGLIO et al., 1994).

Com o objetivo de proporcionar alivio dos sintomas citados, a utilizagado de
estrogénio e progesterona (reposicdo hormonal) tornou-se bastante difundida nas
ultimas décadas (OPPERMANN-LISBOA & WANNMACHER, 2001). Entretanto, a
partir de 2002, a publicagdo dos resultados dos estudos conhecidos por WHI
(Women's Health Initiative), houve uma sensivel redugcdo na sua prescricao. Os
achados do estudo WHI apontaram para um risco significativo maior para eventos
tromboembadlicos e cancer de mama, respectivamente, no final do primeiro e apds o
quinto ano do uso continuo de estrogenos conjugados eqiinos associados a acetato
de medroxiprogesterona, quando comparado com um grupo controle sem qualquer
medicacao hormonal (DE LORENZI & BARACAT, 2005). Além disso, a terapia com
estrogénios pode ocasionar outros efeitos adversos e prejudiciais como mastalgias e

sangramentos uterinos irregulares.

A partir destas observacgoes, verifica-se um aumento da nao aceitacao do
tratamento hormonal. Nestes casos, tém-se procurado utilizar medicamentos
alternativos no sentido de promover alivio dos sintomas climatéricos, como, por

exemplo, os fitoestroégenos.

I.2 Fitoestrégenos

Fitoestrogenos sao definidos como substancias nao-esterdides obtidas de
plantas que sao estruturalmente ou funcionalmente similares ao estradiol (KNIGHT &

EDEN, 1996). Exemplos destas estruturas estdo apresentados na Figura 1.
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Figura 1: Estrutura quimica de diferentes grupos de fitoestrégenos

Os fitoestrogenos sdo usados ha muitos anos, por varias culturas. Pesquisas
epidemiolégicas indicam que a incidéncia de doencgas horménio-dependentes é
reduzida em paises com uma dieta contendo fitoestrégenos. Ultimamente, observa-
se um aumento no interesse pelo uso de fitoestrogenos, pois estes interagem com o
receptor estrogénico, induzindo efeitos agonistas em determinados tecidos e
antagonistas em outros, promovendo um potencial efeito preventivo, além de
proporcionar uma segurancga oncoldgica com o uso prolongado de fitoestrégenos, os

tornando consideravelmente interessantes (TEMPFER et al., 2007).

Para exercerem atividade estrogénica, os fitoestrogenos devem apresentar
alguns aspectos estruturais. O nucleo da estrutura dos flavondides com grupos 2,4-
hidroxila em certas posicoes é fundamental para a estrogenicidade. A metilagao dos
grupos hidroxila diminui o efeito estrogénico (ZAND et al., 2000; BECK et al., 2005).
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As isoflavonas, encontradas no trevo-vermelho (Trifolium pratense) e na soja
(Glycine max), sdo os compostos fitoestrogénicos mais extensamente estudados,

sendo que existem mais de 350 isoflavonas conhecidas até o momento.

[.2.1 Isoflavonas

[.2.1.1 Estrutura e biossintese

As isoflavonas sao compostos difendlicos pertencentes a uma subfamilia dos
flavondides. As quatro isoflavonas mais comuns associadas com ervas ou extratos
sdo daizeina, genisteina, formononetina e biochanina A. A estrutura quimica das

isoflavonas assemelha-se a do 17p-estradiol (Figura 2).

HC o}

S T
YT ) T
HO s} N e 0 R e
Biochanina A Formononetina
Daidzeina OH Genisteina

HO

CH

17beta-estradiol

Figura 2: Estrutura quimica das isoflavonas biochanina A, genisteina, daidzeina e
formononetina, e do 17B-estradiol.

As isoflavonas sao formadas por uma ramificagdo da rota biossintética dos
flavondides, originarios de uma flavanona intermediaria central que é ubiquamente

presente em plantas (Figura 3). Na biossintese dos isoflavondides, primeiramente a
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flavanona perde o hidrogénio da posigdo C-3, seguido de uma migragcao do anel B
de C-2 para C-3 e subseqlente hidroxilagdo da posi¢cao C-2. Essa reagao requer
NADPH e oxigénio molecular e é catalisada pela enzima isoflavona sintetase que
consiste de 2-hidroxiisoflavona sintase (2-HIS) e 2-hidroxiisoflavonona desidratase
(DIXON & STEELE, 1999). Acredita-se que todas isoflavonas s&o derivadas de um
restrito numero de isoflavonas simples, como por exemplo, daidzeina e genisteina
(TAHARA & IBRAHIM, 1995).

OH
T T
HO 0 U
HO o ‘ ~
~ S, NADPH, O,
. IFS (2-HIS™+2-HID) T
H 4 R=0H, naringenina R M L/
R ' R=H, liguiritigenina o
l—HZO
HO 9
\\

[T

F=0H, genisteina
F=H, daidzeina

Figura 3: Representacado esquematica da biossintese dos isoflavondides a partir de uma flavanona.
Enzima IFS: isoflavona sintase (consiste em 2-HIS, 2-hidroxiflavona sintase; 2-HID, 2-hidroxiflavona
desidratase). **hidroxilase do citocromo P 5.

A diversidade estrutural dos isoflavondides de ocorréncia natural é
dependente de: a) modificagbes no nucleo ciclico fundamental; b) oxigenagao dos
carbonos aromaticos; c¢) C- ou O- alquilagdo, C- ou O- metilagdo e C- ou O-
isopentilacao (prenilagdo ou geranilagdo); e d) a modificagdo dos substituintes,
oxigenagado dos locais de ligagdo e ciclizagdo com grupamento hidroxil fendlico
produzindo um anel metilenodioxi, bem com uma grande variedade em éteres
ciclicos com 5- e 6- membros oxidados (TAHARA & IBRAHIM, 1995).

Nos vegetais, as isoflavonas apresentam-se biologicamente inativas, ligadas
a uma molécula de agucar, sob as formas de malonil e B-glicosideo, principalmente
na posi¢cao C-7 (REINLI & BLOCK, 1996).
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Os malonatos tém interesse biolégico para as plantas pelo fato destas formas
conjugadas serem utilizadas para armazenar agliconas de isoflavonas, que sao a
forma ativa, na forma menos soluvel e, assim, a planta libera as agliconas dos

malonatos apenas quando infectada por um microrganismo (SUMNER et al., 1996).

[.2.1.2 Efeitos no organismo

Apds a ingestdo, as formas conjugadas das isoflavonas sao hidrolisadas
pelas [B-glucosidases de bactérias intestinais, liberando as principais agliconas.
Essas podem ser absorvidas e/ou metabolizadas por bactérias intestinais e produzir
metabdlitos especificos, tais como equol (SETCHELL, 2000). O metabolismo
intestinal é essencial para a absorgao e a biodisponibilidade das isoflavonas (REN et
al., 2001).

As isoflavonas se ligam com maior afinidade aos receptores estrogénicos do
tipo B (ERP), enquanto os estrogenos apresentam maior afinidade pelos receptores
ERa. A maior afinidade ao receptor ERB sugere que as isoflavonas possam exercer
efeitos seletivos (estrogénico e antiestrogénico), dependendo do tecido e da
concentragao. Essas substancias ligam-se aos receptores estrogénicos distribuidos
principalmente nos ossos, cérebro, endotélio vascular e bexiga (PAECH et al.,
1997). Ja o estradiol de mamiferos tem maior afinidade por receptores estrogénicos
ERa, presentes no tecido mamario e uterino (KUIPER et al., 1998).

Nas mulheres, na fase pds-menopausa ocorre uma diminuicdo da
concentragao do estrogénio enddégeno e os receptores estrogénicos ficam mais
disponiveis, favorecendo a acao estrogénica das isoflavonas, que acabam
compensando a deficiéncia do hormdnio humano. Assim, além de proporcionarem
melhoria dos sintomas da menopausa, elas mantém acao estrogénica positiva no
metabolismo 6sseo, no sistema nervoso central e no sistema cardiovascular
(SETCHELL, 1998; LEPHART et al., 2002).

Conforme BRANDI (1997), os mecanismos pelos quais as isoflavonas
exercem efeitos benéficos em diversos processos bioquimicos e fisiolégicos estao

relacionados, em parte, com sua habilidade de ligar-se em receptores estrogénicos.
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Outros mecanismos hipotéticos derivam das suas propriedades bioquimicas, tais

como inibicdo da atividade enzimatica e efeito antioxidante.

Estudos mostram que as agliconas de isoflavonas podem ser
acentuadamente ativas contra tumores de mama e proéstata. Muito embora os
mecanismos pelos quais as isoflavonas inibam a carcinogénese nao sejam
claramente conhecidos (SHERTZER et al., 1999), seus efeitos citotoxicos podem
estar relacionados a inibicdo de enzimas envolvidas em processos de
carcinogénese, como a topoisomerase Il e a tirosina quinase (SKIBOLA & SMITH,
2000). As isoflavonas ainda interferem na acdo da DNA-topoisomerase I, S6-
quinase ribossomal, fosfoinositidio 3-quinase e proteina quinase C, enzimas ligadas
ao ciclo, diferenciagao e proliferagao celulares (GAMET-PAYRASTRE et al., 1999).

Estudos usando roedores ovariectomizados tém mostrado que as isoflavonas
reduzem a perda de massa Ossea que ocorre apos a ovariectomia (ARJMANDI et
al., 1998). Similarmente, ensaios em humanos tém registrado que as isoflavonas
atenuam a perda éssea que ocorre durante e depois da menopausa (MORABITO et
al., 2002). Em geral, tanto evidéncias epidemiolégicas como clinicas apontam para

uma relacao positiva entre o consumo de isoflavonas e a densidade mineral éssea.

Um estudo recente realizado com homens e mulheres saudaveis mostrou
reducdo dos niveis de colesterol total e lipoproteina de baixa densidade (LDL)
provocada pela presencga na dieta de 25 g de proteina isolada de soja por dia, sendo

o efeito proporcional ao seu conteudo de isoflavonas (CROUSE et al., 1999).

Em relagéo a atividade sobre o sistema imunolégico, WANG e colaboradores
(1997) demonstraram in vitro que a daidzeina aumentou a ativagao de linfécitos em
camundongos. Para ZHANG e colaboradores (1999) as isoflavonas sao capazes de
ativar células natural killer (NK) e aumentar as defesas imunoldgicas contra o
cancer. WATANABE e colaboradores (2000) sugeriram que o aumento de células
NK pode ser devido a influéncia das isoflavonas sobre o sistema imune. Em seus

estudos preliminares, a atividade das células NK mostrou-se aumentada em 13%.
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Em relacéo a inflamacgéo, a genisteina causou uma supressao na resposta
inflamatdria mediada por células (VERDRENGH et al., 2003), pois inibiu a aderéncia
de mondcitos as células endoteliais (CHACKO et al., 2005). Evidéncias indicaram
que isoflavonas possuem uma atividade Fator-Kappa B Nuclear (NF-[1B) inibitoria
e/ou efeitos inibitérios nos alvos da inflamagao/cascata apoptotica. Mais
especificamente, os efeitos das isoflavonas em inflamacédo NF-[1B-dependente tém
sido observados em asma, artrite e problemas nos pulmdes (DIJSSELBLOEM et al.,
2004).

Em muitos paises, produtos a base de isoflavonas sdo considerados
suplementos alimentares. No entanto, a legislagdo brasileira de alimentos nao
permite as designagbes "suplemento alimentar’, "suplemento nutricional",
"complemento alimentar" ou "complemento nutricional". Os produtos ricos em
isoflavonas encontrados no comércio, ndo podem ser considerados alimenticios por
apresentarem alegacdes medicamentosas ou terapéuticas. Desta forma, esses
produtos sdo considerados irregulares pela ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria) na area de alimentos. Além de sua irregularidade, ndo ha uma
padronizacao das fontes de isoflavonas nem controle sobre os teores de isoflavonas

€ sua variagao para a maioria dos produtos encontrados no comércio.

Existem varios produtos com isoflavonas registrados na ANVISA como
medicamentos fitoterapicos, sendo que sao indicados apenas para alivio das ondas
de calor associadas a menopausa e como auxiliar na redugao dos niveis de
colesterol. Como exemplo, temos os extratos padronizados de Glycine max (Buona®,

Fitosoy®, Soyfemme®) e de Trifolium pratense (Climadil®).
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CAPITULO Il - INVESTIGACAO DE ISOFLAVONAS EM ESPECIES DE
LEGUMINOSAS NATIVAS DA REGIAO SUL
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[l.1 Familia Leguminosae

A familia Leguminosae, também conhecida como Fabaceae, esta presente no
planeta ha aproximadamente 120 milhdes de anos como uma familia numerosa de
arvores, arbustos, ervas, com grande variabilidade em seu porte e habitos. E uma
das maiores familias dentre as dicotileddneas, possuindo em torno de 700 géneros
que reunem cerca de 17.000 espécies, espalhadas em todo mundo, especialmente

nas regides tropicais e subtropicais (LEWIS et al., 2005).

Do ponto de vista filogenético, a Africa foi o primeiro sitio de evolugéo. De 13,
as espécies dessa familia se dispersaram pela América do Sul e Asia, este ultimo
com menos representacdes. Na América do Norte e na Europa ha menor quantidade
de géneros e espécies, principalmente devido ao isolamento destas regides em
relacdo ao centro de divergéncia africano (IZAGUIRRE & BEYHAUT, 2003). As
Unicas regides do mundo sem representacdo de espécies de Leguminosas séo as
regides articas e antarticas (BURKART, 1987).

Muitas leguminosas séo Uteis e cultivadas desde a antiguidade como fontes
de alimentos (lentilha, grao-de-bico, feijao, ervilha, fava, soja), como forrageiras
(alfafa, trevos), como adubo verde (tremogos), como oleaginosas (soja, amendoim),
como tintéreas (indigo, pau-brasil), além de muito utilizadas como téxteis,

inseticidas, meliferas, medicinais, ornamentais, entre outras (BURKART, 1987).

As leguminosas vivem, em sua maioria, em simbiose com bactérias dos
géneros Rhizobium e Bradirhizobium. Estes microorganismos especificos invadem
as raizes jovens das leguminosas, provocando o desenvolvimento de nédulos. A
planta fornece acucares e outras substancias nutritivas as bactérias e estas
elaboram proteinas, a partir do nitrogénio molecular (N2) atmosférico, existente no
solo (ZUANAZZI et al., 1998).

Em funcao disso, as leguminosas nao necessitam dos nitratos dissolvidos no
solo que, de outra maneira, seriam sua unica fonte de nitrogénio. Em consequéncia
disto, podem viver em terrenos muito pobres em nitratos. Ao mesmo tempo, os

enriguecem com seus residuos (folhagens e raizes), que se decompdem por agao
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microbiana (amonizagao e nitrificacdo), originando nitratos a partir das proteinas.
Muitas leguminosas agricolas como a alfafa, o feijdo, e os trevos nao s6 sao
cultivados pelo beneficio direto de seus produtos, mas também porque melhoram o
solo. Este fato é o fundamento das rotagcdes de culturas, em que se intercala,
periodicamente, uma leguminosa entre os outros cultivos, para manter ou aumentar
o rendimento (BURKART, 1987).

Vérias leguminosas sao toxicas pela presenga de principios ativos nocivos,
tanto para o homem, como para o gado, como é o caso de espécies Astralagus e
Lupinus. Algumas sdo prejudiciais por seus aculeos (marica, unha-de-gato), outras
prejudicam a & das ovelhas por seus frutos pegajosos (pega-pegas) ou gloquidiados

(trevos-de-carretilha).

Muitas tentativas tém sido propostas para uma classificagao
quimiossistematica na familia Leguminosae. Entre os marcadores de baixo peso
molecular da subfamilia Faboideae, estdo os flavonodides, isoflavondides, alcaldides
quinolizidinicos e aminoacidos n&o-protéicos, os quais tém sido usados, gerando

resultados comparaveis aos obtidos por dados morfolégicos (GOMES et al., 1981).

Trés subgrupos sdo geralmente reconhecidos dentro de Leguminosae:
Caesalpinioideae, Mimosoideae e Faboideae (Papilionoideae). Na maioria das
classificagbes (POLHILL & RAVEN, 1981; LEWIS et al, 2005) estes sao
considerados subfamilias. Porém, alguns autores os tratam como familias
independentes (HUTCHINSON, 1964; CRONQUIST, 1988). Na Tabela 1, esta
descrita a distribuicdo das leguminosas, de acordo com LEWIS e colaboradores
(2005).

Tabela 1: Numeros de tribos, géneros e espécies de leguminosas no mundo

SUBFAMILIAS N° DE TRIBOS N° DE GENEROS | N° DE ESPECIES
Faboideae 28 478 13.800
Mimosoideae 04 78 3.270
Caesalpinioideae 04 171 2.250
TOTAL 36 727 19. 320
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No Rio Grande do Sul, ocorrem cerca de 300 espécies nativas, distribuidas de

acordo com a Tabela 2, conforme MIOTTO (comunicagéo pessoal).

Tabela 2: Numeros de tribos, géneros e espécies de leguminosas no Rio Grande do Sul

SUBFAMILIAS N° DE TRIBOS N° DE GENEROS | N° DE ESPECIES
Faboideae 14 44 176
Mimosoideae 03 13 95
Caesalpinioideae 04 13 28
TOTAL 21 110 300

[1.1.1 Subfamilia Faboideae (Papilionoideae)

A subfamilia Faboideae, também conhecida como Papilionoideae, é a mais
extensa das trés em que se divide a familia Leguminosae. No mundo, com uma
distribuicdo ampla e enorme diversidade de formas e tamanhos, esta subfamilia
compreende mais de 12.000 espécies (LEWIS et al., 2005). Os géneros lenhosos,
mais primitivos, ocorrem principalmente no hemisfério sul e nos tropicos, e o0s
géneros herbaceos, mais evoluidos, ocorrem nas regides temperadas e temperado-
calidas (HUTCHINSON, 1964).

Conforme IZAGUIRRE e BEYHAUT (1999), esta subfamilia € de importancia
especial, principalmente devido ao fato de que as sementes e os legumes de muitas
espécies herbaceas sdo alimentos essenciais ao homem e ao gado. Além disso,
muitas das espécies sdo de importancia fundamental na economia humana. Por sua
riqueza em proteinas, sdo de grande valor, assim como também por seu conteudo
mineral. Algumas espécies dos géneros Medicago, Adesmia, Vicia, entre outras,
podem ser usadas como forrageiras, aumentando assim a proporg¢ao de nitrogénio

no solo.

Entre as caracteristicas botanicas, destacam-se: flores vistosas, papilionadas
e hermafroditas; folhas pinadas, digitadas, trifoliadas, unifolioladas a simples, nunca
bipinadas (IZAGUIRRE & BEYHAUT, 1999). O fruto é, em geral, legume ou
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transformacbdes deste, deiscente por uma ou duas fendas longitudinais ou

indeiscente, algumas vezes alado, outras vezes separando-se em articulos

unisseminados. As sementes sd0 sem ou com muito pouco endosperma, algumas

vezes estrofioladas, embrido freqientemente encurvado (POLHILL, 1981).

Esta subfamilia apresenta 14 tribos, com variedade de representagdes entre

elas. Na tabela a seguir, estdo descritas as tribos e géneros de ocorréncia no sul do

Brasil.

Tabela 3: Sinopse das tribos e géneros de Faboideae com espécies nativas, cultivadas ou
adventicias ocorrentes no Sul do Brasil (MIOTTO, comunicacdo pessoal)

TRIBOS GENEROS
SWARTZIEAE Ateleia, Holocalyx, Swartzia, Zollernia
SOPHOREAE Myrocarpus, Ormosia

BRONGNIARTIEAE

Poecilanthe,

CROTALARIEAE

Crotalaria, *Lotononis

GENISTEAE

Lupinus, Sellocharis, *Spartium, *Ulex

DALBERGIEAE

Adesmia, Aeschynomene, Arachis, Chaetocalyx, Dalbergia,

Discolobium, Machaerium, Poiretia, Stylosanthes,*Tipuana, Zornia

INDIGOFEREAE

Indigofera

MILLETTIEAE Dahlstedtia, Lonchocarpus, Tephrosia, *Wisteria

PHASEOLEAE *Cajanus, Calopogonium, Camptosema, Canavalia, Centrosema,
Clitoria, Collaea, Dioclea, Eriosema, Erythrina, *Glycine, Galactia,
*Lablab, Macroptilium, Mucuna, *Neonotonia, *Phaseolus, Rhynchosia,
Vigna

DESMODIEAE Desmodium

SESBANIEAE Sesbania

LOTEAE *Lotus, Ornithopus

TRIFOLIEAE *Medicago, *Melilotus, Trifolium

FABEAE Lathyrus, *Lens, *Pisum, Vicia

* Géneros com espécies cultivadas e/ou adventicias.
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[1.1.2 Subfamilia Mimosoideae

A subfamilia Mimosoideae se distribui principalmente em regides tropicais e
subtropicais do mundo. Contém mais de 50 géneros. As espécies conhecidas
integram os trés maiores géneros: Acacia, com aproximandamente 1.200 espécies;

Mimosa, com mais de 400 espécies; e Inga, com mais de 350.

Quanto ao uso, as espécies da subfamilia Mimosoideae possuem uma
diversidade de uso menor quando comparada com a subfamilia Papilionoideae.
Algumas espécies de Mimosoideae fornecem madeira, como, por exemplo, as do
género Prosopis. Outras fornecem taninos, como varias espécies de Acacia. Do
ponto de vista ornamental, se destacam Acacia caven, Enterolobium
contortisiliquum, algumas espécies de Calliandra e variadas espécies de Mimosa.
S&o pouco utilizadas como plantas forrageiras e como alimento para o homem
(IZAGUIRRE & BEYHAUT, 2003).

Segundo FARIA e colaboradores (1994), 90% das espécies de Mimosoideae
examinadas em seu trabalho apresentaram ocorréncia de nodulagdo produzida por

simbiose bacteriana para fixagéo de nitrogénio.

Dentre as principais caracteristicas botanicas, as espécies pertencentes a
subfamilia Mimosoideae apresentam-se geralmente lenhosas, raramente herbaceas.
As flores sao actinomorfas ou regulares, as pétalas valvares e as folhas geralmente
sao biparipinadas (IZAGUIRRE & BEYHAUT, 2003).

Esta subfamilia se subdivide em quatro tribos: Acacieae, Ingeae, Mimoseae e
Parkieae. Destas, apenas a ultima n&o esta presente na regido sul do Brasil. A tribo
Acacieae apresenta apenas o género Acacia, com seis espécies nativas conhecidas.
A tribo Ingeae conta com os seguintes géneros nativos: Inga, Albizia, Enterolobium e
Calliandra. Ja a tribo Mimoseae conta com os géneros Desmanthus, Prosopis,
Parapiptadenia, Mimosa e Neptunia, com espécies nativas no sul do Brasil
(IZAGUIRRE & BEYHAUT, 2003).
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[1.1.3 Subfamilia Caesalpinioideae

A subfamilia Caesalpinioideae apresenta espécies em sua maioria lenhosas,
prevalecendo os tipos arbustivos e as arvores. Seus usos, ainda que limitados, nao
deixam de ser importantes. Em geral, sdo valorizadas como plantas ornamentais.
Além disso, muitas espécies de Cassia sao fontes de laxantes, enquanto que o pau-

brasil (Caesalpinia echinata) fornece uma madeira vermelha brilhante.

As caracteristicas principais desta subfamilia, que a diferenciam claramente
das demais, sdo: uma redug¢ao na complexidade das folhas; a presenca de habitos
mirmecdfilos (alentam a presenga de formigas para afugentar predadores); a
insercao dos verticilos florais em célices de diversas formas; a zigomorfia; a
constituicdo do androceu, as vezes com presencga de estaminddios, e auréolas nas
sementes. Em geral, as espécies arboreas desta subfamilia ndo apresentam
nodulos, produtos da simbiose bacteriana para fixagdo de nitrogénio (IZAGUIRRE &
BEYHAUT, 2003).

Esta subfamilia, em comparagdo com as outras duas, € a mais pobremente
entendida em termos taxondmicos e filogenéticos. Compreende aproximadamente
170 géneros. POLHILL & RAVEN (1981) dividiram a subfamilia em 5 tribos:
Cercideae, Caesalpinieae, Cassieae, Amheristeae e Detarieae. Como resultado de
analises filogenéticas, BRUNEAU e colaboradores (2001) listaram apenas 4 tribos:
Cassieae, Detarieae, Caesalpinieae e Cercideae como componentes da subfamilia
Caesalpinioideae. Apesar de recentes analises de caracteres morfolégicos e
moleculares, as delimitacbes e relagdes entre estas tribos sao problematicas e
controversas (LEWIS et al., 2005).

Os principais géneros da subfamilia Caesalpinioideae com representacoes
nativas na regido sul do Brasil sdo: Bauhinia, tribo Cercideae; Copaifera, tribo
Detarieae; Apuleia, Cassia, Chamaecrista e Senna, tribo Cassieae; e Caesalpinia,
tribo Caesalpinieae (IZAGUIRRE & BEYHAUT, 2003).
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[I.2 Materiais e Métodos

[1.2.1 Material Vegetal

Partes aéreas de 153 espécies de Leguminosas nativas coletadas em
diversas regides fisiograficas da regido sul do Brasil, identificadas e fornecidas pela
botanica Silvia Teresinha Sfoggia Miotto, foram investigadas quanto a presenga das

isoflavonas genisteina, daidzeina, formononetina e biochanina A.

Nas tabelas abaixo (Tabelas 4 a 8), estdo descritas as espécies investigadas

e 0 numero de registro das exsicatas no Herbario ICN da UFRGS.

Tabela 4: Espécies analisadas das tribos Swartzieae, Crotalarieae, Genisteae, Millettieae e Trifolieae

— Subfamilia Faboideae

SUBFAMILIA | TRIBO ESPECIE VOUCHER
. Ateleia glazioviana Baill ICN 118603
Swartzieae -
Holocalyx balansae Mich. ICN 63221
Crotalaria tweediana Benth. ICN 35349
Crotalarieae | Crotalaria hilariana Benth. ICN 116001
Crotalaria balansae M. Micheli ICN 33959
Crotalaria incana L. ICN 115963
Lupinus guaraniticus (Hassl.) C.P. Smith ICN 138507
Lupinus linearis Desr. ICN 117049
Lupinus paranensis C.P. Smith ICN 116834
Lupinus rubriflorus Planchuelo ICN 116819
Lupinus bracteolaris Desr. ICN 93149
Faboideae Genistone | LUPINUS multifiorus Desr. ICN 122542
Lupinus albescens Hook. et Arn. ICN 93380
Lupinus lanatus Bent. ICN 93284
Lupinus gibertianus C.P. Smith ICN 93321
Lupinus uleanus C.P. Smith ICN 117003
Lupinus magnistipulatus Planchuelo & D.B. Dunn |ICN 116929
Lupinus reitzii Burkart ex M. Pinheiro & Miotto ICN 116971
Lonchocarpus nitidus (Vogel) Benth. ICN 146911
Millettieae | Lonchocarpus campestris Mart. ex Benth. ICN 130941
Tephrosia adunca Benth. ICN 33474
o Trifolium polymorphum Poir. ICN 93089
Trifolieae — -
Trifolium riograndense Burk. ICN 115466
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Tabela 5: Espécies analisadas

das tribos Dalbergieae, Indigofereae e Desmodieae — Subfamilia

Faboideae
SUBFAMILIA | TRIBO ESPECIE VOUCHER
Adesmia securigerifolia Hert. ICN 135776
Adesmia latifolia (Spreng.) Vogel ICN 135824
Adesmia bicolor (Poir.) DC. ICN 118187
Adesmia incana Vogel var. incana ICN 118066
Adesmia punctata (Poir.) DC. ICN 135777
Adesmia tristis Vogel ICN 115465
Adesmia rocinhensis Burk. ICN 146093
Adesmia psoraleoides Burk. ICN 122694
Adesmia ciliata Vogel ICN 121075
Adesmia riograndensis Miotto ICN 93516
Adesmia reitziana Burk. ICN 146069
Adesmia paranensis Burk. ICN 92974
Dalbergieae Adesmia araujoi Burk. ICN 65565
Adesmia vallsii Miotto ICN 121069
Adesmia sulina Miotto ICN 92969
Adesmia arillata Miotto ICN 113010
Adesmia muricata (Jacq.) DC. var. muricata |ICN 93520
Aeschynomene elegans Schl. & Cham. ICN 121085
. Aeschynomene falcata (Poir.) DC. var. falcata | ICN 122661
Faboideae ,
Stylosanthes leiocarpa Vogel ICN 40553
Stylosanthes viscosa Sw. ICN 146238
Arachis burkartii Handro ICN 138060
Poiretia latifolia Vogel ICN 115468
Poiretia tetraphylla (Poir.) Burk. ICN 122665
) Indigofera asperifolia Bong. ICN 106275
Indigofereae - ;
Indigofera sabulicola Benth. ICN 116232
Desmodium barbatum (L.) Benth. ICN 120028
Desmodium uncinatum (Jacq.) DC. ICN 40540
Desmodium triarticulatum Malme ICN 93420
Desmodium adscendens (Sw.) DC. ICN 146450
Desmodium affine Schlecht. ICN 40098
] Desmodium incanum DC. ICN 33567
Desmodieae X
Desmodium cuneatum Hook. et Arn ICN 33507
Desmodium polygaloides Chod. et Hassl. ICN 49241
Desmodium subsericeum Malme ICN 40543
Desmodium leiocarpum (Spreng.) G. Don ICN 138643
Desmodium pachyrhizum Vogel ICN 40123
Desmodium arechavaletae Burk. ICN 106177
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Tabela 6: Espécies analisadas das tribos Phaseoleae, Sesbanieae, Loteae e Fabeae — Subfamilia

Faboideae, _
SUBFAMILIA | TRIBO ESPECIE VOUCHER
Calopogonium coeruleum (Benth.) Sauv. ICN 146578
Centrosema virginianum (L.) Benth. ICN 146519
Clitoria nana Benth. ICN 122511
Clitoria falcata Lam. ICN 14721
Collaea stenophylla (Hook. et Arn.) Benth. ICN 118183
Collaea speciosa DC. ICN 113370
Eriosema campestre Benth. var campestre ICN 146479
Eriosema tacuaremboense Arech. ICN 122176
Galactia pretiosa Burk. var. pretiosa ICN 121079
Galactia marginalis Benth. ICN 112979
Galactia gracillima Benth. ICN 33528
Galactia neesii DC. var. australis Malme ICN 120540
Galactia benthamiana Mich. ICN 35523
Galactia latisiligua Desv. var. latisiliqua ICN 98856
Galactia striata (Jacg.) Urban var. striata ICN 44322
Phaseoleae [ Macroptilium erythroloma (Mart. ex Benth.)Urban | ICN 93424
Macroptilium prostratum (Benth.) Urban ICN 64438
Macroptilium heterophyllum (Willd.) Marechal & ICN 33569
Baudet
R_hync_ho_S|a diversifolia M. Micheli var. ICN 155211
diversifolia
Rhynchosia edulis Gris. ICN 146573
Rhynchosia lineata Benth. ICN 118597
Faboideae Rhynchosia corylifolia Mart. ex Benth. ICN 146912
Vigna luteola (Jacq.) Benth. ICN 146459
Vigna longifolia (Benth.) Verdc. ICN 122658
Vigna peduncularis (H.B.K.) Fawcett & Rendle ICN 40062
Vigna adenantha (G. Meyer) Maréchal et al. ICN 98462
Camptosema rubicundum Hook. et Arn. ICN 33779
Canavalia bonariensis Lindl. ICN 93381
Sesbanieae | Sesbania punicea (Cav.) Benth. ICN 64353
Loteae | Ornithopus micranthus (Benth.) Arech. ICN 30268
Lathyrus pubescens Hook. et Arn. ICN 114304
Lathyrus subulatus Lam. ICN 114289
Lathyrus nervosus Lam. ICN 135830
Lathyrus crassipes Gill. Ex Hook. et Arn. ICN 93095
Lathyrus paranensis Burk. ICN 93291
Lathyrus nitens Vogel ICN 114296
Fabeae Lathyrus linearifolius Vogel ICN 43123
Lathyrus hasslerianus Burk. ICN 114292
Lathyrus paraguariensis Hassl, ICN 110898
Lathyrus hookeri G. Don ICN 14732
Lathyrus macrostachys Vogel ICN 35488
Vicia linearifolia Hook. et Arn. ICN 122132
Vicia hana Vogel ICN 93076
Vicia graminea Sm. ICN 146081

31



Tabela 7: Espécies analisadas das tribos Cercidae, Detarieae, Cassieae e Caesalpinicae —
Subfamilia Caesalpinioideae

SUBFAMILIA |TRIBO ESPECIE VOUCHER
. Bauhinia forficata Link. subsp. forficata ICN 142901
Cercideae Bauhinia forficata Link. subsp. pruinosa ICN 121490
Bauhinia microstachya (Raddi) Macbr. ICN 117416
Detarieae Copaifera trapezifolia Hayne ICN 142290
Apuleia leiocarpa (Vogel) Macbr. ICN 142777
Cassia leptophylla Vogel ICN 135802
Chamaecrista cathartica (Mart.) H.S. Irwin & Barneby | ICN 125295
Chamaecrista desvauxii (Collad.) Killip. var.
latistipula (Benth.) G.P. Lewis ICN 122415
Chamaecrista flexuosa (L.) Greene var. flexuosa ICN 123193
Chamaecrista nictitans (L.) Moench subsp. patellaria
(Colladon) H.S. Irwin & Barneby var. ramosa (Vogel) | ICN 123218
H.S. Irwin & Barneby
Chamaecrista punctata (Vogel) H.S. Irwin & Barneby | ICN 119528
Chamaegrls_ta ramosa (ngel) H.S. Irwin & Barneby ICN 135930
var. parvifoliola (Irwin) Irwin & Barneby
Chamaecrista repens (Vogel) Irwin & Barneby ICN 118073
Chamaecrista rotundifolia (Persoon) Greene var.
rotundifolia ICN 123320
Chamaecrista vestita (Vogel) H.S. Irwin & Barneby ICN 129024
Senna alata (L.) Roxb. ICN 121678
Senna angulata (Vogel) H.S. Irwin & Barneby var.
miscadena (Vogel) H.S. Irwin & Barneby ICN 122411
Caesalpinioideae | Cassieae Senna araucarietorum H.S. Irwin & Barneby ICN 122421
Senna cernua (Balbis) H.S. Irwin & Barneby ICN 122452
Senna corymbosa (Lam.) H.S. Irwin & Barneby ICN 124673
Senna hilariana (Benth.) H.S. Irwin & Barneby ICN 124638
Senna hirsuta (L.) H.S. Irwin & Barneby var.
streptocarpa H.S. Irwin & Barneby ICN 122374
Senna multijuga (Rich.) H.S. Irwin & Barneby var.
peregrinatrix H.S. Irwin & Barneby ICN 121629
Senna neglecta (Vogel) H.S. Irwin & Barneby ICN 124577
Senna oblongifolia (Vogel) H.S. Irwin & Barneby ICN 124616
Senna obtusifolia (L.) H.S. Irwin & Barneby ICN 124619
Senna occidentalis (L.) Link ICN 124632
Senna pendula (Humb. & Bonpl. ex Will.) H.S. Irwin ICN 125266
& Barneby
Senna pilifera (Vogel) H.S. Irwin & Barneby ICN 125234
Senna rugosa (G. Don) H.S. Irwin & Barneby ICN 122394
Senna septemtrionalis (Viviane) Irwin & Barneby ICN 123516
S_enna _S|Ivestr|s (Vell.) H.S. Irwin & Barneby var. ICN 122303
silvestris
Senna splendida (Vogel) H.S. Irwin & Barneby ICN 125240
Senna tropica (Vell.) H.S. Irwin & Barneby ICN 123548
Caesalpinia echinata Lam. ICN 122364
Caesalpinieae | Caesalpinia ferrea Mart. ex Tul. ICN 122334
Caesalpinia pluviosa DC. ICN 121615
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Tabela 8: Espécies analisadas das tribos Acacieae, Ingeae e Mimoseae — Subfamilia Mimosoideae

SUBFAMILIA | TRIBO ESPECIE VOUCHER
Acacia bonariensis Gill. ex Hook. et Arn. ICN 106279

Acacieae Acac!a caven (Mol._) Mol. _ ICN 98465

Acacia ibirocayensis Marchiori ICN 90348

Acacia recurva Benth. ICN 63308

Acacia velutina DC. ICN 27618

Mimosoideae Ingeae Calliandra brevipes Benth. ICN 53959
Calliandra foliolosa Benth. ICN 83715
Calliandra tweediei Benth. ICN 123366

Mimoseae Desmanthus virgatus (L.) Willd. ICN 34091

Desmanthus tatuhyensis F.S. Hoehne ICN120045

Desmanthus depressus Humb. & Bonpl. ex Willd. | ICN 51769

[1.2.2 Métodos

[1.2.2.1 Preparacdo dos Extratos

As partes aéreas de cada espécie foram secas em estufa por 1 hora a 100°C
e desintegradas. Posteriormente, foram submetidas a extracdo com etanol 40% na
proporcao de 1:20 (planta:solvente), em maceragédo a temperatura ambiente por um
periodo de cinco dias. Apdés este periodo, o material foi filtrado e os extratos
hidroalcodlicos resultantes foram filtrados em membrana de 0,45 um para posterior

analise cromatografica.
[1.2.2.2 Analise Cromatografica
Foram realizadas analises qualitativas para verificar a presenca das
isoflavonas genisteina, daidzeina, formononetina e biochanina A nos extratos das

espécies de leguminosas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com

acoplamento a detector ultravioleta (UV).

A analise cromatografica baseou-se no método descrito por RAMOS e
colaboradores (2008), sendo as principais alteragbes a preparagao da amostra e o
sistema de eluicdo. Os parametros utilizados na analise cromatografica estado

descritos na Tabela 9.
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Tabela 9: Pardmetros para analise cromatogréfica de espécies de leguminosas

Caracteristicas Descricéo

Cromatografo Cromatografo Waters Alliance 2695

Detector UV Photodiodo Array (PDA) Waters 996

Coluna Phenomenex C18' Fusion-RP 80A

Pré-coluna Lichrospher Merck®

Sistema de eluigédo Gradiente

Fase movel A: Acetonitrila:Agua:Acido Trifluoroacetico (20:80:0,01; v/v/v)

B: Acetonitrila:Acido Trifluoroacetico (100:0,1; viv)

Fluxo 0,7 ml/mim
Volume de injecéao 10,0 pl
Comprimento de onda do 260nm
cromatograma

" Dimensdes da coluna / Tamanho de particula: 4,6 X 150mm / 4pm
Dimensdes da pré-coluna / Preenchimento: 10X4mm / 37 - 55um

O gradiente linear utilizado para a analise encontra-se descrito na Tabela 10.

Tabela 10: Sistema gradiente utilizado para a analise por CLAE de espécies de leguminosas

Tempo (min) Fase A (%) Fase B (%)
0,00 75 25
10,0 50 50
11,0 50 50
12,0 0 100
13,0 50 50
20,0 75 25

Para confirmar a presenca de cada isoflavona, foram comparados os tempos
de retengdo dos cromatogramas e os espectros no UV das amostras com as
substancias de referéncia genisteina, daidzeina, formononetina e biochanina A,

analisadas sob as mesmas condigdes.
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[1.2.2.3 Tratamento dos Dados

Para verificar a correlagdo dos dados quimicos observados neste trabalho
com a taxonomia atual da familia Leguminosae, os dados foram tratados para

analise, que é realizada com o auxilio de um programa computacional.

Estes dados foram analisados baseados na presenga ou auséncia de cada
isoflavona em todas as espécies. A presenca de cada isoflavona de cada amostra foi
agrupada numa matriz com x amostras de plantas (todas que apresentaram ao
menos uma isoflavona), por quatro compostos (genisteina, daidzeina, formononetina
e biochanina A), para ser tratada por métodos estatisticos de classificagdo e
ordenacdo multivariada. As espécies que nao apresentaram as isoflavonas

investigadas no screening nao foram incluidas na matriz.

A analise de dados foi feita com o auxilio do programa computacional
“‘Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis System — NTSYS” versdo 2.1
(ROHLF, 2001). O coeficiente para calculo de similaridade utilizado para a analise
das diferentes espécies foi o de Jaccard. Com os dados de similaridade, foi
realizada a andlise de agrupamento (modulo SAHN do NTSYS), utilizando o método
da média das distancias (UPGMA — Unweizhted Poir-Group Method using Arithmetic

Average), e foi realizada a constru¢cao de um dendograma.

Para a verificagdo da consisténcia dos dendogramas gerados a partir da
matriz de similaridade das espécies, foi gerada uma matriz cofenética a partir do
modulo COPH do programa NTSYS.

[1.3 Resultados e Discussao

Muitos métodos para dosar o teor de isoflavonas em plantas, usando
cromatografia liquida de alta eficiéncia combinada com detector espectrométrico de
ultravioleta, foram reportados na literatura (WU et al., 2003; VETTER, 1995; HE et
al., 1996; KLEJDUS et al., 2001; KRENN et al., 2002). Grande parte dos estudos

desenvolvidos para a quantificagdo de isoflavonas apresentou como desvantagem a
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determinagdo de apenas trés compostos por vez, e 0 excesso de tempo consumido

no procedimento.

O método utilizado nesta pesquisa tem como principais vantagens a facilidade
e a rapidez na preparacdo das amostras, a capacidade de avaliar as isoflavonas
daidzeina, genisteina, formononetina e biochanina A ao mesmo tempo e a rapidez

da analise cromatografica, quando comparada com outras ja descritas na literatura.

A Figura 4 ilustra o cromatograma das isoflavonas de referéncia, mostrando
seus tempos de retengao e seus espectros no ultravioleta, os quais foram utilizados
em conjunto para identificacdo destes compostos nas espécies de leguminosas
analisadas. Apesar da ultima determinagao de isoflavonas ocorrer aos 13 minutos de
analise, optou-se por uma analise cromatografica de 20 minutos, para evitar erros de
contaminacdao entre as analises, visto que as espécies foram analisadas em

sequéncia.

-
i
w

o

0.035

5632

4
T

0.0304

9.563

0.0251
0.020

=3

< 0.015]

0.0104

0.0057

0.0004

T T T T T
200 400 6.00 800 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 2000
Minutes

5.632 8.048 9.563 13.017

220.00 nm 220.00 L 220.00 L 220.00 L)
380.00 380.00 380.00 | 380.00
1 1 Il L

1 - Daidzeina 2 - Genisteina 3 - Formononetina 4 — Biochanina A

Figura 4: Cromatograma e espectros no ultravioleta das isoflavonas de referéncia daidzeina,
genisteina, formononetina e biochanina A
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Apds analises dos perfis cromatograficos obtidos, verificou-se que 42
espécies da subfamilia Faboideae, das 105 analisadas, apresentaram ao menos
uma das quatro isoflavonas investigadas, ou seja, 40% das espécies desta
subfamilia. Ja nas subfamilias Caesalpinioideae e Mimosoideae, nenhuma das

espécies analisadas apresentou qualquer uma das quatro isoflavonas.

Conforme VEITCH (2007), a ocorréncia de isoflavondides é restrita a
subfamilia Faboideae, sendo uma caracteristica quimica notavel em Leguminosas.
Apenas em cinco espécies de outras subfamilias foram encontrados isoflavondides:
Apuleia leiocarpa, Cassia javanica e Senna siamea (subfamilia Caesalpinioideae), e
Albizia procera e Prosopis juliflora (subfamilia Mimosoideae) (INGHAM, 1983; ILYAS
et al.,, 1994; SHAFIULLAH et al., 1995).

A tribo Swartzieae compreende 17 géneros e cerca de 260 espécies. E
amplamente neotropical e distribui-se desde o México até a Argentina, Caribe, Africa
e Madagascar. Até o momento, Swartzieae mantém sua posi¢céo basal dentro das
Papilionoideae (IRELAND apud LEWIS et al., 2005).

Das duas espécies analisadas da tribo Swartzieae nativas do sul do Brasil,
Holocalyx balansae apresentou apenas a isoflavona biochanina A, enquanto que
Ateleia glazioviana ndo apresentou nenhuma das quatro isoflavonas pesquisadas.
Ao verificar dados na literatura, constatou-se que esta espécie apresenta outras
isoflavonas, como, por exemplo, a glaziovianina A, isolada de suas folhas
(YOKOSUKA et al., 2007).

Ja sobre a presenga de isoflavonas na espécie Holocalyx balansae, ndo ha
relatos na literatura, sendo um achado importante na caracterizacdo das espécies da

tribo Swartzieae.

A atual circunscricédo da tribo Crotalarieae inclui 11 géneros e cerca de 1.200
espécies. Esta tribo apresenta uma monofilia bem suportada por evidéncias
moleculares e por analises cladisticas de caracteres morfolégicos, citolégicos e
quimicos (VAN WYK apud LEWIS et al., 2005). Das quatro espécies de Crotalaria
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investigadas (tribo Crotalarieae), apenas a espécie Crotalaria balansae apresentou
uma das isoflavonas analisadas (genisteina). Na literatura, ndo foram encontrados

estudos sobre a presencga de isoflavonas em espécies deste género e tribo.

Da tribo Genisteae, foram analisadas 12 espécies, todas do género Lupinus.
Destas, 11 apresentaram as isoflavonas investigadas, conforme pode ser observado

na Tabela 11.

Tabela 11: Presenca das isoflavonas daidzeina, genisteina, formononetina e biochanina A em
espécies da tribo Genisteae

Tribo Espécie D G F B

Lupinus guaraniticus

Lupinus linearis

Genisteae - -
Lupinus paranensis +

Lupinus rubriflorus

Lupinus bracteolaris +

Lupinus multiflorus

+ |+ [+ |+ [+

Lupinus albescens +

Lupinus lanatus +

+

Lupinus gibertianus +

Lupinus uleanus +

Lupinus magnistipulatus +

Lupinus reitzii +

D = Daidzeina, G= Genisteina, F = Formononetina, B = Biochanina A + = Presenca

A espécie Lupinus guaraniticus, que nao apresentou nenhuma das
isoflavonas, tem uma caracteristica botanica diferente das demais espécies de
Lupinus analisadas: € unifoliolado, enquanto que as outras espécies séao
multifolioladas. Todas as espécies multifolioladas deste trabalho apresentaram ao

menos uma das isoflavonas.

As isoflavonas encontradas nesta tribo foram exclusivamente genisteina e
biochanina A. As espécies Lupinus gibertianus, Lupinus albescens, Lupinus
bracteolaris e Lupinus paranensis apresentaram ambas, enquanto as outras
apresentaram uma em detrimento da outra. A isoflavona biochanina A é derivada da
isoflavona genisteina. Estruturalmente, apresentam o mesmo esqueleto, porém

biochanina A apresenta um grupo metoxila na posicéo C4’.
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Das espécies de Lupinus analisadas neste trabalho, a Unica que tem descrita
uma isoflavona como produto de seu metabolismo secundario € a espécie Lupinus
lanatus. A isoflavona diprenilada angustona A foi isolada do nédulo desta espécie
por SOUZA FILHO (2004). Conforme TAHARA e colaboradores (1989), isoflavonas
com cadeias laterais preniladas e derivados destes compostos sdo de ocorréncia

comum no género Lupinus.

As outras espécies de Lupinus citadas neste trabalho até entdo ndo haviam
sido investigadas quanto a presenga de isoflavonas, o que surpreende, dada a

distribui¢do farta das espécies deste género, principalmente na regido sul do Brasil.

O género Lupinus possui alcaléides quinolizidinicos como metabdlitos
caracteristicos. Estes sdo utilizados em quimiotaxonomia e investigacdes evolutivas
qgue incluem o género Lupinus (WINK et al., 1995). A utilizacdo conjunta dos dados

da presenca de isoflavonas e de alcalbéides pode contribuir nestes estudos.

Da tribo Trifolieae, foram analisadas duas espécies nativas da regiao sul.
Trifolium polymorphum apresentou as isoflavonas genisteina e formononetina,

enquanto Trifolium riograndense apresentou as quatro isoflavonas investigadas.

As isoflavonas sdo muito comuns em espécies do género Trifolium,
principalmente daidzeina, genisteina, formononetina e biochanina A (BLANCO et al.,
1982). Porém, até entdo nenhuma espécie nativa do sul do Brasil havia sido

investigada quimicamente.

A espécie Trifolium riograndense € muito abundante nas formacdes
campestres da regido serrana do Rio Grande do Sul. Esta espécie apresentou as
mesmas quatro isoflavonas que estdo presentes no trevo-vermelho (Trifolium
pratense), espécie exotica cultivada no estado, o qual possui inUmeras atividades

farmacoldgicas atribuidas ao seu extrato.
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Na Figura 5, pode ser observado o cromatograma desta espécie, mostrando
os tempos de retencdo e os espectros no ultravioleta de cada um dos compostos de

interesse retidos.
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Figura 5: Cromatograma e espectros no ultravioleta das isoflavonas daidzeina, genisteina,
formononetina e biochanina A encontradas na espécie Trifolium riograndense

Estudos de quantificagao destas isoflavonas em diferentes érgaos vegetais de
Trifolium riograndense e estudos de atividade antiinflamatéria do seu extrato

poderao ser apreciados nos capitulos Ill e IV deste trabalho.

Na tribo Dalbergieae, 16 espécies das 24 analisadas apresentaram ao menos
uma das isoflavonas investigadas (Tabela 12), o que corresponde a porcentagem
expressiva de 66,67%. Surpreendentemente, até entdo, nenhuma das espécies
desta tribo havia sido investigada quanto a presenga destes compostos, sendo este

resultado de muita importancia no incentivo a estudos futuros.
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Tabela 12: Presenga das isoflavonas daidzeina, genisteina, formononetina e biochanina A em
espécies da tribo Dalbergieae

Tribo Espécie D G F B
Adesmia securigerifolia + +
Adesmia latifolia + + +
Adesmia. bicolor + +
Adesmia incana
Adesmia punctata + +
Adesmia tristis + +
Adesmia rocinhensis +
Adesmia psoraleoides
Adesmia ciliata + +
Adesmia riograndensis + +

. Adesmia reitziana

Dalbergieae Adesmia paranensis +
Adesmia araujoi +
Adesmia vallsii
Adesmia sulina +
Adesmia arillata +
Adesmia muricata +
Aeschynomene elegans
Aeschynomene falcata
Stylosanthes leiocarpa
Stylosanthes. viscosa +
Arachis burkartii
Poiretia latifolia +
Poiretia tetraphyla + +

Desmodium barbatum e Desmodium adscendens apresentaram

(genisteina em ambas), conforme mostra a Tabela 14.

D = Daidzeina, G= Genisteina, F = Formononetina, B = Biochanina A

+ = Presenca

Das espécies da tribo Desmodieae analisadas neste trabalho, apenas

isoflavonas

Tabela 13: Presenga das isoflavonas daidzeina, genisteina, formononetina e biochanina A em
espécies da tribo Desmodieae

Tribo

Espécie

D

G

F

B

Desmodieae

Desmodium barbatum

Desmodium uncinatum

Desmodium triarticulatum

Desmodium adscendens

Desmodium affine

Desmodium incanum

Desmodium cuneatum

Desmodium polygaloides

Desmodium subsericeum

Desmodium leiocarpum

Desmodium pachyrhizum

Desmodium arechavaletae

D = Daidzeina,

G= Genisteina, F = Formononetina, B = Biochanina A
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Isoflavonas ja foram relatadas em espécies de Desmodium (SU et al., 1993).

Das espécies nativas analisadas neste trabalho, a espécie Desmodium uncinatum ja

teve relatada a presenga de isoflavonoides, um pterocarpano e duas isoflavanonas

(GUCHU et al., 2007). Nenhum relato sobre a presenga de isoflavonas nas outras

espécies foi encontrado descrito na literatura cientifica.

Atualmente, a tribo Phaseoleae conta com 89 géneros e cerca de 1.580

espécies. Foram analisadas 28 espécies nativas do sul do Brasil. Observou-se uma

baixa incidéncia das isoflavonas nessas espécies. Conforme apresentado na Tabela

14, as isoflavonas estao presentes em apenas cinco espécies, o que equivale a

17,86%.

Tabela 14: Presenga das isoflavonas daidzeina, genisteina, formononetina e biochanina A em
espécies da tribo Phaseoleae

Tribo

Espécie

D

G

F

B

Phaseoleae

Calopogonium coeruleum

Centrosema virginianum

Clitoria nana

Clitoria falcata

Collaea stenophylla

Collaea speciosa

Eriosema campestre

Eriosema tacuaremboense

Galactia pretiosa

Galactia marginalis

Galactia gracillima

Galactia neesii

Galactia benthamiana

Galactia latisiliqua

Galactia striata

Macroptilium erythroloma

Macroptilium prostratum

Macroptilium heterophyllum

Rhynchosia diversifolia

Rhynchosia edulis

Rhynchosia lineata

Rhynchosia corylifolia

Vigna luteola

Vigna longifolia

Vigna peduncularis

Vigna adenantha

Camptosema rubicundum

Canavalia bonariensis

D = Daidzeina, G= Genisteina, F = Formononetina, B = Biochanina A
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Dentre as espécies que apresentaram isoflavonas, a espécie Centrosema
virginianum ainda nao tinha sido estudada quimicamente. Porém, outra espécie
deste género, Centrosema pubescens, ja foi estudada e teve isoflavonodides isolados
(TOSTES et al.,, 1997; TOSTES et al.,, 1999). Das quatro espécies do género
Rhynchosia investigadas, apenas Rhynchosia lineata apresentou uma das
isoflavonas. Até entdo, sé ha relatos na literatura de isoflavonas na espécie
Rynchosia volubilis (KANG et al., 2001).

As duas espécies de Vigna que apresentaram a isoflavona genisteina nunca
haviam sido analisadas quimicamente. Porém, isoflavonas ja foram descritas nas
folhas das espécies Vigna aconitifolia, Vigna radiata, Vigna unguiculata, Vigna
umbellata e nas sementes das espécies Vigna angularis, Vigna unguiculata e Vigna
radiata (KAUFMAN et al.,, 1997). A espécie Camptosema rubicundum, que
apresentou a isoflavona formononetina, € a primeira espécie deste género a ser
avaliada quanto a presengca de isoflavonas, ndo havendo nenhum relato na

literatura.

Da tribo Sesbanieae, sé foi analisada uma espécie nativa da regido sul
brasileira: Sesbania punicea. Esta espécie apresentou as isoflavonas genisteina e
biochanina A. Conforme a literatura disponivel, nenhum estudo sobre a presenca de
isoflavondides fora realizado com esta espécie. Outras duas espécies deste género,
Sesbania sesban e Sesbania grandiflora apresentaram isoflavonas. A primeira
apresentou pratenseina em seu caule, e a segunda apresentou tectorigenina em
suas raizes (VEITCH, 2007).

A tribo Loteae teve uma espécie nativa analisada no presente trabalho,
Ornithopus micranthus, que apresentou as isoflavonas formononetina e biochanina
A. Nao se sabe sobre a ocorréncia de isoflavonas em espécies deste género, dado

que, até entéo, elas nao foram estudadas sob este ponto de vista.

Por fim, a tribo Fabeae apresentou as isoflavonas em duas de suas espécies.
As espécies Lathyrus nitens e Lathyrus hasslerianus apresentaram a isoflavona

formononetina. Nao ha na literatura estudos com estas duas espécies. Além do
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género Lathyrus, o outro género analisado da tribo Fabeae foi o género Vicia.
Apesar das espécies de Vicia nativas do sul do Brasil analisadas nao apresentarem
nenhuma das quatro isoflavonas investigadas, foram encontrados na literatura
estudos com a espécie Vicia faba, que apresenta niveis elevados de daidzeina e
genisteina (KAUFMAN et al., 1997).

As Unicas tribos da subfamilia Faboideae que ndo apresentaram as
isoflavonas em suas espécies nativas analisadas foram Indigofereae e Millettieae.
Apesar disto, foram encontrados relatos de isoflavonas em outras espécies destas
tribos, como, por exemplo, a espécie Indigofera linnaei (PRASAD & CHAKRADHAR,
2004) da tribo Indigofereae, e as espécies Lonchocarpus subglaucescens
(MAGALHAES et al., 1996), Lonchocarpus nicou (KAOUADJI et al., 1986),
Tephrosia maxima (MURTHY & RAO, 1985), Tephrosia viridiflora (GOMEZ et al.,
1985) e Tephrosia purpurea (CHANG et al., 1997), da tribo Millettieae.

As isoflavonas sdo muito consumidas como suplementos alimentares nos
Estados Unidos e na Europa para mulheres que sofrem com os sintomas da
menopausa. Com isso, ha um aumento na demanda por novos suplementos e fontes
de isoflavonas alternativas além da soja. O fato de 42 espécies nativas do sul do
Brasil analisadas neste trabalho apresentarem estas isoflavonas € muito importante

na busca por novas fontes de isoflavonas.

No entanto, a existéncia de isoflavonas em espécies de leguminosas tem
implicagdes na nutricio do gado e de outros animais de campo, visto que as
espécies da subfamilia Faboideae s&o muito utilizadas como forrageiras. Os
principais efeitos destes compostos, quando consumidos em alta quantidade, dizem
respeito a area reprodutiva, como esterilidade temporaria ou permanente, abortos,
mortalidade neonatal e prolapsos uterinos (MULLER apud VETTER, 1995).

Sabe-se que as isoflavonas em geral sao fortes marcadores
quimiossistematicos da familia Leguminosae. Por isso, a identificagao de isoflavonas
em espécies desta familia de ocorréncia na regido sul do Brasil € de muita

importancia no contexto taxondémico destes vegetais.
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Em vista disso, realizou-se uma analise de agrupamento, para verificar se a
circunscricdo taxonémica dos grupos baseadas nas presencas de cada isoflavona
coincide com aquela definida por caracteres morfolégicos. A analise de
correspondéncia (agrupamento, “cluster”), € um método de estatistica multivariada.
Este método pode ser utilizado no sentido de interpretar combinacbes de

componentes quimicos subjacentes a estrutura quimiotaxonémica.

O dendograma de classificacdo das 42 amostras de Leguminosas esta
apresentado na figura 6.
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Figura 6: Dendograma das 42 amostras de Leguminosas que apresentaram as isoflavonas

LEGENDA: 1 — Espécie da Tribo Swartzieae (Holocalyx balansae); 2 — Espécie da Tribo Crotalarieae
(Crotalaria balansae); 3 a 13 — Espécies da Tribo Genisteae (3 — Lupinus linares, 4 — Lupinus paranensis, 5
— Lupinus rubriflorus, 6 — Lupinus bracteolaris, 7 — Lupinus multiflorus, 8 — Lupinus albescens, 9 — Lupinus
lanatus, 10 — Lupinus gibertianus, 11 — Lupinus uleanus, 12 — Lupinus magnistipulatus, 13 — Lupinus
reitzii); 14 a 29 — Espécies da Tribo Dalbergieae (14 — Adesmia securigerifolia, 15 — Adesmia latifolia, 16 —
Adesmia bicolor, 17 — Adesmia punctata, 18 — Adesmia tristis, 19 — Adesmia rocinhensis, 20 — Adesmia
ciliata, 21 — Adesmia riograndensis, 22 — Adesmia paranensis, 23 — Adesmia araujoi, 24 — Adesmia sulina,
25 — Adesmia arillata, 26 — Adesmia muricata, 27 — Stylosanthes viscosa, 28 — Poiretia latifolia, 29 —
Poiretia tetraphyla); 30 a 34 — Espécies da Tribo Phaseoleae (30 - Centrosema virginianum, 31 - Rynchosia
lineata, 32 - Vigna longifolia, 33 - Vigna adenantha, 34 - Camptosema rubicundum); 35 a 36 — Espécies da
Tribo Desmodieae (35 - Desmodium barbatum, 36 - Desmodium adscendens); 37 — Espécie da Tribo
Sesbanieae (Sesbania puniceae); 38 — Espécie da Tribo Loteae (Ornithopus micranthus); 39 a 40 —
Espécies da Tribo Trifolieae (39 — Trifolium polymorphum, 40 — Trifolium riograndense); 41 a 42 — Espécies
da Tribo Fabeae (41 - Lathyrus nitens, 42 - Lathyrus hasslerianus).
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Nao houve correspondéncia entre a presenca das isoflavonas daidzeina,
genisteina, formononetina e biochanina A e a classificacao taxonémica ja existente.
Ha a necessidade de avaliar a presenga de mais tipos de isoflavonas, inclusive
quantitativamente, para verificar se a circunscricdo das espécies em cada tribo
confere com a distribuicao taxonémica existente. Além disso, foi feita uma analise
apenas com dados obtidos a partir de 42 espécies que apresentaram isoflavonas

neste trabalho, sendo uma parcela muito pequena de taxons desta familia.
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CAPITULO Ill - DETERMINAGAO E QUANTIFICAGAO DE ISOFLAVONAS EM
TRIFOLIUM RIOGRANDENSE
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[11.1 Género Trifolium

[11.1.1 Aspectos Morfolégicos e de Cultivo

O género Trifolium, pertencente a familia Leguminosae, subfamilia
Faboideae, compreende cerca de 250 espécies, sendo um dos mais importantes
géneros dessa familia. O nome do género faz referéncias as distintas folhas,
usualmente compostas por trés foliolos. Todas as espécies sao ervas perenes ou
anuais e raramente tém altura superior a 50 cm. S&o conhecidas popularmente

como trevos.

Ocorre em quase toda a zona temperada e subtropical do mundo, em uma
grande variedade de habitats, incluindo prados e campinas, florestas abertas, semi-
desertos, montanhas e picos alpinos. Uma caracteristica comum desses diversos
habitats é a alta radiacdo solar, visto que poucas espécies de trevo toleram sombra
(ZOHARY & HELLER, 1984).

Algumas espécies deste género ocorrem naturalmente em pastagens, outras
sdao cultivadas. Atualmente, espécies de Trifolium tém sido cultivadas
extensivamente como plantas forrageiras. Dentre as espécies de Trifolium, 25 sao
importantes para este fim, das quais trés apresentam posicao de destaque: Trifolium
repens (trevo-branco), Trifolium pratense (trevo-vermelho) e Trifolium subterraneum
(trevo-subterraneo) (ZOHARY & HELLER, 1984).

H& muitas razdes para o cultivo dessas espécies como forrageiras: crescem
livremente, constituem-se em boa pastagem nos prados, podem ser usados para
producao de forragem verde ou seca, apresentam 6timos teores de fésforo, calcio e

proteina bruta e apresentam alta digestibilidade (KAPPEL, 1967).

Os trevos apresentam excelente adaptacdo aos diversos tipos de solo
(acidos, arenosos ou neutros) e de clima. Além disso, melhoram o solo devido a
habilidade em fixar nitrogénio atmosférico através da simbiose com bactérias do
género Rhizobium (ZOHARY & HELLER, 1984), atividade importante em plantas da

familia Leguminosae (ZUANAZZI et al., 1998). As espécies de Trifolium, além de
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constituintes das pastagens naturais, podem ser cultivadas em associagdo com
gramineas (EVANS, 1976).

Na América do Sul, ha apenas 13 espécies nativas, que ocorrem no Peru,
Bolivia, Chile, Uruguai, Argentina e sul do Brasil. No Rio Grande do Sul, existem trés
espécies de Trifolium nativas: Trifolium riograndense, Trifolium polymorphum e

Trifolium argentinense, que pertencem a segao Lotoidea.

[11.1.2 Fitoquimica

Quanto ao padréao quimico, as espécies do género Trifolium se caracterizam
pela presenca de flavondides, entre os quais se destacam as isoflavonas, além de

apresentarem também saponinas, terpenos e taninos.

[11.1.2.1 Flavonoéides

Os primeiros estudos com a espécie Trifolium pratense, realizados na década
de 50, resultaram no isolamento de biochanina A (POPE et al.,, 1953). Em 1965,
SCHULTZ mostrou a presenca de biochanina A e formononetina no trevo-vermelho
na forma glicosidica. Além destes compostos, a espécie Trifolium pratense
apresenta em sua constituicio mais de 30 flavondides, como genistina,
isoquercitrina, ononina, daidzeina e sissotrina (HE et al., 1996), além de diversos
malonatos, como genistina 6”-O-malonato, formononetina 7-O-B-D-glicosideo 6”-O-
malonato, biochanina A 7-O-B-D-glicosideo 6”-O-malonato e 3-metilquercetina 7-O-

B-D-glicosideo 6”-O-malonato, por exemplo (LIN et al., 2000).

Ja a espécie Trifolium repens, de nome popular trevo-branco, teve
identificados os flavondides quercetina, acacetina, ramnetina, além de flavonas,
como a 4',5,6,7,8-pentahidroxi-3-metoxiflavona; a 3,7-diidroxi-4’-metoxiflavona e a
5,6,7,8-tetrahidroxi-4’-metoxiflavona (PONCE et al., 2004). Também ja foi relatada a

presenca de miricetina e canferol nesta espécie (PRATI et al., 2007).

A quercetina esta presente em 49 espécies de Trifolium analisadas
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Em um estudo de OLESZEK & STOCHMAL (2002), 57 espécies de Trifolium
foram avaliadas quanto a presenca de flavondides. Destas, 54 apresentaram
flavondides, sendo que algumas espécies apresentaram uma concentracdo de
qguercetina em torno de 3,00 mg/g (material seco). As maiores concentragdes de
quercetina foram encontradas nas seguintes espécies: Trifolium desvauxii (2,53
mg/g), Trifolium michelianum ssp. balansae (2,80 mg/g ), Trifolium xerocephalum

(2,71 mg/g), Trifolium pallidum (3,07 mg/g) e Trifolium phleoides (3,17 mg/g).

A espécie Trifolium alexandrinum apresentou os flavondides taxifolina e
luteolina (PRATI et al., 2007), além da quercetina (OLESZEK & STOCHMAL, 2002).

[11.1.2.2 Saponinas e Triterpenos

Em 2002, OLESZEK & STOCHMAL estudaram a presenca de saponinas em
57 espécies de Trifolium, sendo que todas as analisadas apresentaram como
constituinte a sojasaponina I. O composto 22-O-diglicosideo de sojasaponina |
também foi encontrado nessas espécies. E sugerido que os glicosideos de
sojasapogenol sejam reconhecidos como marcadores quimiotaxonémicos para a

familia Leguminosae.

A partir de Trifolium repens, foram isoladas, além das sojasaponinas, cinco
saponinas triterpénicas, denominadas cloversaponinas (SAKAMOTO et al., 1992).
Da espécie Trifolium alexandrinum foram isolados sete triterpenos glicosidicos do
tipo oleaneno (MOHAMED et al., 1995).

[11.1.2.3 Terpenos volateis

Foram obtidos d6leos volateis de Trifolium glanduliferum, Trifolium strictum e
Trifolium subterraneum, sendo que compostos como (-ionona e 2,6-dimetilocta-5,7-
dien-3-ol estiveram presentes nas trés espécies analisadas, além de outros

compostos volateis, como alcoois e aldeidos (WANG et al., 1999).

Também foi possivel identificar diversos compostos volateis presentes em

Trifolium pratense. Dentre os terpenos, os compostos sesquiterpénicos -
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cariofileno, a-humuleno e [B-farneseno e o monoterpeno B-ionona foram os
constituintes mais representativos (FIGUEIREDO et al., 2007).

[11.1.2.4 Taninos

FAY & DALE (1993) pesquisaram a presenca de taninos condensados em 59
espécies de Trifolium, sendo que as espécies Trifolium arvense, Trifolium aureum,
Trifolium badium, Trifolium campestre, Trifolium dubium, Trifolium micranthum,
Trifolium patens e Trifolium spadiceum apresentaram taninos na sua composi¢cao

quimica.

[11.1.3 Farmacologia

Na medicina popular, o trevo-vermelho (Trifolium pratense) € empregado
como depurador do sangue, expectorante e sedativo (BOOTH & PIERSEN, 2005).
Esta € a principal espécie do género submetida a estudos biolégicos, sendo que a
maioria deles esta relacionada a problemas decorrentes da menopausa. Os efeitos
dos extratos de trevo-vermelho na menopausa, saude do 0sso, cognicao, sistema

cardiovascular e saude da mama sao relatados em diversos trabalhos.

BECK e colaboradores (2005) compararam a atividade hormonal de extratos
de plantas padronizados usados em grande escala para Terapia de Reposigao
Hormonal (TRH). Foram utilizados extratos de trevo-vermelho, grédo de soja (Glycine
max) e cimicifuga (Cimicifuga racemosa). Testados in vitro, todos os extratos
derivados de trevo-vermelho e de soja demonstraram clara atividade estrogénica,
afinidade pelo receptor de progesterona (RP) e também para o receptor androgénico
(RA), enquanto que os receptores derivados de cimicifuga ndo demonstraram estas

propriedades.

Outro estudo demonstrou que um suplemento alimentar composto de
isoflavonas derivadas do trevo-vermelho € uma alternativa efetiva para aliviar os
sintomas vasomotores em mulheres pés-menopausa, reduzindo a frequéncia média

diaria e a severidade dos fogachos (JERI, 2002).
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ATKINSON e colaboradores (2004) realizaram um estudo para determinar os
efeitos do consumo de um suplemento alimentar com isoflavonas derivadas do
trevo-vermelho por 1 ano para avaliar a Densidade Mineral dos Ossos (DMO) e o
Conteudo Mineral dos Ossos (CMO) da espinha lombar e do quadril, e também
avaliar os marcadores de formacgédo de ossos. Neste trabalho, a perda do CMO da
espinha lombar e da DMO foram significativamente menores nas mulheres que
tomaram o suplemento de isoflavonas comparado com as que tomaram placebo.
N&o houve efeitos significantes com o tratamento no CMO e na DMO do quadril. Os
marcadores de formagao dos ossos foram significativamente aumentados no grupo

tratado.

KROYER (2004) demonstrou que extrato de folhas de trevo-vermelho possui

efetiva atividade antioxidante e capacidade de sequestrar radicais livres.

Em relacéo a outras espécies estudadas farmacologicamente, um estudo com
o extrato alcodlico de Trifolium resupinatum var. microcephalum revelou atividades
antiinfamatdrias e antioxidantes em ratos artriticos. O extrato reduziu
significativamente o edema de pata induzido e inibiu a peroxidagao lipidica
(SABUDAK et al., 2008). Em outro estudo, foi investigado o potencial antioxidante de
extratos hexanicos de cinco espécies de Trifolium: Trifolium balansae, Trifolium
stellatum, Trifolium nigrescens subsp. petrisavii, Trifolium constantinopolitanum e
Trifolium resupinatum var. resupinatum. As cinco espécies apresentaram potencial
antioxidante (SABUDAK et al., 2009).

[11.2 Trifolium riograndense Burkart

Trifolium riograndense é uma espécie endémica do sul do Brasil, ocorrendo
freqientemente na metade norte do Rio Grande do Sul, nos Campos de Cima da
Serra, Planalto Médio, Encostas Superior e Inferior do Nordeste do estado. Em vista
disso, é conhecida popularmente como trevo-serrano (BURKART, 1987). E uma
planta perene, rasteira, de até 50 cm de comprimento e 0,15 cm de didmetro, com

talos estoloniferos longos e radicantes (KAPPEL, 1967).
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As folhas jovens sdo densamente pubescentes, as adultas s6 na face abaxial,
estando inseridas nos ndés, que podem ser densamente pilosos. Os foliolos ndo tém
manchas, sdo obcordados com base cuneada, denteados nas porcgdes laterais e
lisos no apice emarginado. As estipulas sdo membranosas, lanceoladas, agudas,
com tricomas longos e ralos, soldadas aos peciolos que tém até 12 cm de
comprimento (IZAGUIRRE, 1995). Os pedunculos florais sdo axilares, mais longos
que os peciolos. As inflorescéncias séo solitarias e densas (20 — 50 flores) do tipo

corimbo, ovoides a esféricas (semiglobosas e globosas) com 1 — 1,5 cm de diametro.

As flores sao curto-pediceladas e tem bracteas menores nas flores superiores
do que nas inferiores. A corola é persistente, com coloracdo vermelha e rosada a
lilas. A espécie pode ser autogamica ou com fecundacgéo cruzada, necessitando de
estimulo mecanico para a producédo de sementes. O fruto € um legume eliptico,
deiscente com uma a duas sementes cordiformes, amarelo-claras a esverdeadas
(ZOHARY & HELLER, 1984).

Trifolium riograndense (Figura 7) floresce de agosto a novembro, viceja bem
no inverno, suporta satisfatoriamente o pastoreio, é resistente ao frio e apresenta
boa producao de matéria verde (BARRETO & KAPPEL, 1964).

A oy
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Figura 7 — Partes aéreas de Trifolium riograndense
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Em virtude do bom potencial forrageiro apresentado pela espécie, a mesma
tem sido foco de inumeros trabalhos de avaliagdo agrondémica, aspectos
reprodutivos, citogenética, entre outros (MORAES et al.,, 1989). No entanto, até o
presente momento, ndo ha na literatura cientifica nenhum estudo quimico e de

atividades biologicas para esta espécie.

[11.3 Materiais e Métodos

[11.3.1 Material Vegetal

A espécie Trifolium riograndense foi coletada na regido serrana do Rio
Grande do Sul, nas proximidades do municipio de Sao Francisco de Paula, no
periodo de floragdo, em novembro de 2007. A coleta foi acompanhada pelo
professor Miguel DallAgnol, do Departamento de Plantas Forrageiras e

Agrometeorologia da Faculdade de Agronomia da UFRGS.

O vegetal foi identificado pela botanica Silvia Teresinha Sfoggia Miotto, do
Departamento de Botanica da UFRGS. Esta depositada exsicata no Herbario ICN
(UFRGS) sob o numero 157822.

[11.3.2 Métodos

[11.3.2.1 Preparagé&o dos Extratos

Foram feitas analises quantitativas das isoflavonas genisteina, daidzeina,
formononetina e biochanina A nas seguintes partes de Trifolium riograndense:
raizes, estoldes, folhas e flores. Cada uma das partes foi seca em estufa a 100°C

por 1 hora e trituradas em um gral com auxilio de pistilo. Cada parte da planta foi

analisada em ftriplicata.

95



Nesta parte do trabalho, para facilitar a quantificacdo e a avaliagdo das
isoflavonas totais em Trifolium riograndense, as amostras foram hidrolisadas durante
a extracdo. Pesou-se em balancga analitica 10 mg de cada parte seca triturada e foi
adicionado 4 mL de acido cloridrico 50%, mantendo-se por 15 minutos em banho-
maria com agua fervente sob aquecimento com agitagdo magnética. Os extratos
foram entao filtrados e, posteriormente, adicionou-se 15 mL de diclorometano. Apds
agitacao, separaram-se as fragcbes em diclorometano, as quais tiveram o solvente

eliminado por evaporador rotatério.

Os extratos concentrados obtidos foram ressuspendidos em metanol (grau
analitico) e colocados em baldes volumétricos de 10 mL, completando-se os
volumes dos baldes com metanol. Estes extratos foram filtrados através de papel
filtro e membrana filtrante hidrofébica de 0,45 um para posterior analise por CLAE,

sendo que foram realizadas trés determinagdes para cada amostra.

[11.3.2.2 Analise Cromatogréfica

A analise quantitativa de isoflavonas nas diferentes partes de Trifolium
riograndense foi realizada por CLAE, conforme método desenvolvido e validado por
RAMOS e colaboradores (2008). Os parametros da analise estdo descritos na

Tabela 15 e o sistema de eluicio esta demonstrado na Tabela 16.

Tabela 15: Parametros para analise quantitativa de isoflavonas em Trifolium riograndense

Caracteristicas Descricao

Cromatografo Cromatoégrafo Waters Alliance 2695

Detector UV/VIS Waters 2487

Coluna Nova-Pak (R) C18’ Lote: E6015A

Pré-coluna Lichrospher Merck”

Sistema de eluigao Gradiente

Fase mével A: Acetonitrila:Agua:Acido Trifluoroacetico (20:80:0,01 - v/v/v)
B: Acetonitrila:Acido Trifluoroacetico (100:0,1 - v/v)

Fluxo 0,7 ml/mim

Volume de injecao 10,0 pl

Comprimento de onda do | 260nm

cromatograma

"Dimensdes da coluna / Tamanho de particula: 3.9 X 150mm / 4um
Dimensdes da pré-coluna / Preenchimento: 10X4mm / 37 - 55um
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Tabela 16: Sistema gradiente utilizado para a analise por CLAE de espécies de leguminosas

Tempo (min) Fase A (%) Fase B (%)
0,00 100 0
10,0 60 40
11,0 60 40
12,0 0 100

Foram construidas curvas-padrao para as seguintes isoflavonas de
referéncia: daidzeina, genisteina, formononetina e biochanina A. As areas abaixo
das curvas de cada isoflavona presente no extrato foram determinadas e utilizadas
para calcular a concentragao de isoflavonas presente nas amostras. Os coeficientes
de variagdo (CV) dos valores de area das injecdes em triplicata foram calculados e,

para o dado ser considerado valido, o CV devia ser menor do que 5%

[11.4 Resultados e Discusséao

No sistema cromatografico utilizado, as isoflavonas daidzeina, genisteina,
formononetina e biochanina A foram eluidas nos seguintes tempos de retencao:
5,646; 7,225; 8,376 e 10,327 minutos, respectivamente, conforme mostrado na

Figura 8.

0.20
0.18+
0.16+

10.327

0.14+

8.376

0.124

<3( 0.10
0.08+
0.067
0.04+
0.02+

7.225

0.00

1.00 2.00 3.00 4.00 6 OO 10 00 11 00 2.00|
Minutes

Figura 8: Cromatograma da mistura padronizada das isoflavonas de referéncia daidzeina, genisteina,
formononetina e biochanina A

Na Tabela 17, estdo dispostas as equagdes da reta e os coeficientes de
correlagcdo de cada uma das isoflavonas de referéncia, os quais foram utilizados

para a quantificacao.
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Tabela 17: Equacdes lineares e coeficientes de correlagao das isoflavonas de referéncia

Isoflavona Equacdo linear Coeficiente de correlacéo
Daidzeina Y =73096X + 77,183 0,9983
Genisteina Y =99245X + 484,92 0,9999
Formononetina Y =86207X + 17464 0,9996
Biochanina A Y = 113098X - 14451 0,9997

A quantificagdo de isoflavonas totais no presente trabalho representa a
concentragao das isoflavonas daidzeina, genisteina, formononetina e biochanina A,

incluindo a forma aglicona e glicosilada de cada uma.

De acordo com a analise cromatografica, a espécie Trifolium riograndense
apresentou um total de 18,3 mg destas isoflavonas por grama de material vegetal
seco. A aglicona majoritaria foi a formononetina, com 16,683 mg/g de amostra seca,
0 que equivale a mais de 90% do teor total de isoflavonas analisadas na espécie. Os
teores de dadzeina, genisteina e biochanina A encontrados na espécie

correspondem a 0,187 mg/g; 0,223 mg/g e 1,207 mg/g, respectivamente.

A formononetina, que foi encontrada em grande quantidade em Trifolium
riograndense, além da atividade estrogénica, que é caracteristica a todas as
isoflavonas, exibe atividade na captura de radicais livres, podendo prevenir a
peroxidagao lipidica (MU et al., 2009). Ainda, estudos mostram que os efeitos
hormonais da formononetina podem ter influéncia na redugcao do risco de cancer de
mama (WANG et al., 1995).

No trevo-vermelho, a isoflavona formononetina também ¢é a aglicona
majoritaria, seguida da biochanina A, observando-se pequenas concentragdes de
dadzeina e genisteina. RAMOS e colaboradores (2008) quantificaram estas quatro
isoflavonas em populagdes diferentes de trevo-vermelho por CLAE, encontrando de
0,008 a 0,091 mg/g amostra seca de dadzeina, 0,05 a 0,131 mg/g de amostra seca
de genisteina, 6,568 a 23,462 mg/g de amostra seca de formononetina e 2,499 a

10,337 mg/g de amostra seca de biochanina A nesta espécie.
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WU e colaboradores (2003) investigaram o teor de isoflavonas em outras
espécies de Trifolium por CLAE, e foram encontradas quantidades muito pequenas
de isoflavonas nessas espécies. O teor variou de 0,21 a 0,35 mg/g de isoflavonas
totais em Trifolium repens; 0,07 a 0,40 mg/g em Trifolium hybridum e de 0,003 a

0,006 mg/g em Trifolium campestre.

Em um estudo de OLESZEK e colaboradores (2007), investigou-se a
presenca de isoflavonas em 57 espécies de Trifolium. Destas, 11 espécies se
destacaram por apresentarem alta concentracdo de isoflavonas, com teores
variando de 51 a 97 mg/g de material seco: Trifolium lappaceum, Trifolium phleoides,
Trifolium hirtum, Trifolium alpestre, Trifolium medium, Trifolium subterraneum,
Trifolium heldreichianum, Trifolium pratense, Trifolium isodon, Trifolium miegeanum e
Trifolium scabrum. Em 22 espécies, ndo foi possivel detectar a presenca de

isoflavonas. As outras espécies analisadas apresentavam baixos teores.

Em 1982, BLANCO e  colaboradores utilizaram um método
espectrofotométrico para quantificacao de isoflavonas em 20 espécies de trevo. Por
este método, encontraram niveis consideraveis de isoflavonas nas espécies
Trifolium subterraneum, Trifolium lallaceum, Trifolium scabrum e Trifolium bocconei.

As outras espécies analisadas apresentaram pequenas concentragoes.

ZGORKA (2009) analisou a concentragdo de isoflavonas em 10 diferentes
espécies de Trifolium através de uma técnica micropreparativa de extragao em fase
solida. De acordo com seus resultados, nos trevos que possuiam flores brancas,
rosas ou roxas (Trifolium alpestre, Trifolium arvense, Trifolium hybridum, Trifolium
medium, Trifolium montanum, Trifolium pannonicum, Trifolium pratense, Trifolium
repens, Trifolium resupinatum e Trifolium rubens) os teores de isoflavonas variaram
entre 3 e 3300 ug/g de amostra seca, enquanto que nas espécies com flores
amarelas (Trifolium aureum, Trifolium dubium e Trifolium campestre) ndo foram

detectados compostos isoflavonicos.

Trifolium riograndense apresenta flores de cor rosa, portanto, a ocorréncia de

isoflavonas nesta espécie concorda com o apontamento feito por ZGORKA (2009).
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Esta variancia nas concentragdes de isoflavonas em diferentes espécies de
Trifolium significa que espécies deste género, apesar de estarem circunscritas
taxonomicamente, podem apresentar diferentes teores de isoflavonas. Conforme
CHAMP (2002), a concentragao e a composicao de isoflavonas variam muito intra- e
inter-espécie, dependendo também das condi¢cdes edafo-climaticas. Neste sentido,
ressalva-se a importancia da CLAE na determinacdo de quais espécies e quais
variedades sdo mais promissoras para a selecdo de novas plantas ricas em

isoflavonas.

Ao analisar o teor de isoflavonas nas diferentes partes de Trifolium
riograndense, pode-se determinar que todas as partes desta espécie apresentaram
isoflavonas. A Tabela 18 mostra as quantidades de cada isoflavona nas diferentes

partes da planta analisada.

Tabela 18: Quantidades de cada isoflavona (mg/g de amostra seca) em cada 6rgéo analisado de
Trifolium riograndense

Isoflavona Folha Flor Estolédo Raiz TOTAIS
Dadzeina 0,063 0,059 0,065 0,000 0,187
Genisteina 0,167 0,015 0,033 0,008 0,223
Formononetina 6,623 3,180 4,348 2,532 16,683
Biochanina A 0,478 0,188 0,275 0,266 1,207
TOTAIS 7,331 3,442 4,721 2,806 18,300

A parte vegetal que apresentou a maior quantidade de agliconas foi a folha,
com 7,331 mg de isoflavonas por grama de amostra seca, seguida pelo estoldo, com

4,721 mg/g; a flor, com 3,442 mg/g e a raiz, com 2,806 mg/g de isoflavonas.

Em um estudo de WU e colaboradores (2003) com quatro diferentes acessos
de trevo-vermelho, as quantidades de isoflavonas foram maiores nas folhas,
estoldes e raizes do que nas flores, o que difere de Trifolium riograndense, que

apresentou quantidade maior de isoflavonas nas flores do que nas raizes.

No Grafico 1, pode ser observada a distribuicdo das quatro isoflavonas nas

folhas de Trifolium riograndense. A isoflavona encontrada em maior quantidade foi a
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formononetina, com 6,623 mg por grama de amostra seca, e a isoflavona em menor

quantidade foi a daidzeina, com 0,063 mg por grama de amostra seca.

Gréfico 1: Quantidades de isoflavonas (mg/g de amostra seca) nas folhas de Trifolium riograndense

Biochanina A 0,478

Formononetina 6,623

Genisteina 0,167

Dadzeina 0,063

0,000 1,000 2,000 3,000 4,000 5,000 6,000 7,000

As quantidades de isoflavonas nas flores e nos estoldes podem ser
visualizadas nos graficos 2 e 3. Em ambos, a formononetina foi a isoflavona
presente em maior quantidade, enquanto a genisteina foi a isoflavona em menor

quantidade.

Gréfico 2. Quantidades de isoflavonas (mg/g de amostra seca) nas flores de Trifolium riograndense

Biochanina A 0,188

Formononetina 3,180

Genisteina | 0,015

Dadzeina 0,059

0,000 0,500 1,000 1,500 2,000 2,500 3,000 3,500
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Grafico 3. Quantidades de isoflavonas (mg/g de amostra seca) nos estoldes de Trifolium
riograndense

Biochanina A 0,275

Formononetina 4,348

Genisteina 0,033

Dadzeina 0,065

0,000 1,000 2,000 3,000 4,000 5,000

A raiz foi a parte do vegetal com menor quantidade de isoflavonas totais:
2,806 mg por grama de amostra seca. Na raiz, nao foi detectada a isoflavona
dadzeina, como pode ser verificado no grafico 4. Ja a isoflavona genisteina estava
em baixissima quantidade, com 0,008 mg por grama de amostra seca. Assim como
nas folhas e nas flores, a isoflavona formononetina foi a majoritaria, sendo que foram

detectadas 2,532 mg desta aglicona por grama de amostra seca.

Gréfico 4: Quantidades de isoflavonas (mg/g de amostra seca) nas raizes de Trifolium riograndense

Biochanina A 0,266

Formononetina 2,532

Genisteina | 0,008

Dadzeina | 0,000

0,000 0,500 1,000 1,500 2,000 2,500 3,000
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Devido a atengao que as isoflavonas tém atraido em fungéo da sua atividade
frente a sintomas da menopausa, doengas cardiovasculares, problemas na funcao
cognitiva e canceres de mama e prostata, elas estdo sendo muito consumidas como
suplementos alimentares nutracéuticos, assim como na forma de medicamentos
fitoterapicos. O interesse crescente da presenca de isoflavonas na dieta, e a sua
escassez na dieta ocidental, resultam em um aumento na demanda por novas
plantas fontes destes compostos. Além da soja, a unica planta utilizada como fonte

de isoflavonas devido ao elevado teor presente é o trevo-vermelho.

O gréo de soja, que é a fonte de isoflavonas mais consumida no mundo,
apresenta de 0,5 a 2,0 mg/g de isoflavonas em sua composi¢cdo (BARNES, 1998).
Conforme tabela do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos - USDA
(2002), os derivados da soja apresentam as maiores quantidades de isoflavonas:
fava de soja (0,6 — 2,39 mg/g), farinha de soja (0,6 — 2,35 mg/g), proteina de soja
(4,5 — 2,39 mg/g), leite de soja (0,01 — 0,31 mg/g), tempeh, alimento fermentado
obtido a partir de sementes de soja (0,43 - 0,63 mg/g), tofu, alimento obtido a partir

do leite de soja (0,1 — 0,5 mg/g). O 6leo de soja ndo contém isoflavonas.

Além da soja, inumeros outros alimentos, pertencentes a familia
Leguminoseae, contém isoflavonas, porém em quantidades muito baixas. Ainda
conforme tabela do USDA, a lentilha, a ervilha, o feijdo-branco e o grao-de-bico

apresentam uma quantidade de isoflavonas que varia de 0,001 a 0,007 mg/g.

A espécie Trifolium riograndense supera em muito os teores de outras
espécies conhecidas, apresentando 18,3 mg/g de isoflavonas. Este resultado é
relevante, visto que é uma planta nativa do Rio Grande do Sul, e que ocorre nas
regides serranas deste estado, tornando Trifolium riograndense uma potencial fonte

comercial de isoflavonas, juntamente com o trevo-vermelho.

No entanto, estes niveis elevados de isoflavonas também apresentam
implicagdes negativas. Ha muitos relatos na literatura sobre problemas de
reproducido em animais que consumiram espécies de trevo com altos teores de

isoflavonas. Em 1946, BENNETTS e colaboradores descreveram anormalidades em
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ovelhas alimentadas por pastagens de Trifolium subterraneum com altos niveis de
isoflavonas. Esta sindrome, chamada de Doenga do Trevo (Clover Disease),
causava baixa taxa de natalidade e prolapsos uterinos. Com o uso de cultivares com
baixo teor de isoflavonas e o aumento na propor¢cao de gramineas nas pastagens,

as manifestacdes clinicas tornaram-se raras.

Em um estudo de PIMENTEL e colaboradores (1977), a espécie Trifolium
subterraneum var. Yarloop foi diagnosticada como causa de estrogenismo em
bovinos, no Rio Grande do Sul em uma pastagem composta por 95% de Trifolium
subterraneum var. Yarloop. Os diferentes cultivares de Trifolium subterraneum
contém de 0,06% a 2% de formononetina. Conforme WHITTEN & PATISAUL (2001),
os fitoestrogenos podem influenciar de maneira negativa os ciclos foliculares nos

ovarios de diferentes mamiferos, ja que interagem com os receptores ER.
Considerando que Trifolium riograndense contém altos teores de isoflavonas

nas suas partes aéreas, devem ser evitadas pastagens com grande proporcao desta

espécie.
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CAPITULO IV — INVESTIGACAO DA ATIVIDADE ANTIINFLAMATORIA DO
EXTRATO DE TRIFOLIUM RIOGRANDENSE
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IV.1 Inflamacé&o

IV.1.1 Processo Inflamatorio

O processo inflamatério € uma resposta dos organismos vivos a estimulos
lesivos exdgenos (agentes infecciosos, traumas fisicos ou quimicos) ou endégenos
(imunoldgicos, neuroldgicos) com a finalidade de reconstituir a estrutura e a funcéo
do tecido ou 6rgao afetado (GUIDUGLI-NETO, 1997).

E uma resposta inespecifica do tecido, caracterizada por uma série de
alteragbes que tendem a minimizar os efeitos da agressao. Essas alteragdes sao
denominadas sinais “cardinais”, sendo: rubor, calor, tumor, dor e perda da funcao
celular (MONTENEGRO & FECCHIO, 1999). Esses sinais cardiais sao
consequéncias da ativagdo de mediadores liberados em nivel local e sistémico
promovendo alteragbes no fluxo sanglineo, na permeabilidade vascular, na

infiltracdo de células e na liberagao de agentes indutores da dor (ALl et al., 1997).

O eritema (rubor) e a hipertermia (calor) na inflamagéo sdo consequéncias da
vasodilatagdo e do aumento do fluxo sanguineo na regido inflamada. O edema
(tumor) é provocado pelo acumulo de exsudato, particularmente dos componentes
fluidos e leucécitos; a hiperalgesia (dor) depende do acumulo local de aminas,
cininas e mediadores lipidicos que atuam sobre as terminag¢des nervosas (VANE &
BOTTING, 1996).

A inflamacgédo aguda refere-se a resposta inicial a lesdo tecidual; € mediada
pela liberacdo de autacoides. Os inumeros mediadores inflamatérios podem ter
origem no plasma, como no caso do sistema complemento e cininas; ou serem
sintetizados e liberados pelas células que migram para o local da agressao, como no
caso das aminas, das citocinas e dos mediadores lipidicos (FURST & MUNSTER,
2001).

Em uma segunda fase do processo inflamatorio, ocorre a ativagao das células

imunologicamente competentes em resposta a organismos estranhos ou
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substancias antigénicas liberadas durante a resposta inflamatdria. O resultado desta
resposta pode ser benéfico para o0 hospedeiro, quando faz com que
microorganismos invasores sejam fagocitados ou neutralizados; ou deletério, se
resultar em inflamagao crénica sem regressdo do processo subjacente (FURST &
MUNSTER, 2001).

Nesta fase do processo inflamatdrio, os leucécitos passam a circular na
periferia do vaso, o que permite forte adesdao dos mesmos ao endotélio vascular.
Posteriormente, passam por entre as jungdes endoteliais (diapedese) e migram para
o local inflamado em resposta aos inUmeros mediadores do processo inflamatério.
Para isso, os leucdcitos sdo dotados de propriedades viscoelasticas que permitem a
sua deformacdo e locomogdo. A este processo que permite a migragdo de
neutréfilos e outros leucécitos aos locais de inflamacédo, da-se o nome de
quimiotaxia (MONTENEGRO & FECCHIO, 1999).

Os polimorfonucleares sao as células da populacdo leucocitaria que se
locomovem com mais facilidade. Essa capacidade facilita o rapido acumulo dessas
células nos sitios de injuria ou infeccdo. Os fatores quimiotaxicos, substancias
geradas ou liberadas no foco da lesdo, séo os responsaveis por induzir a migragao
direcionada de leucdcitos, conforme gradiente de concentragdo (ZIGMOND et al.,
1981; VICKER, 1989).

A inflamacao crénica envolve a liberacdo de diversos mediadores que néao
sdo proeminentes na resposta aguda, como as interleucinas, TNF e interferons. Uma
das condigdes mais importantes associadas a esses mediadores é a artrite
reumatdide, em que a inflamacao crdnica produz dor e resulta em destruicdo do
0sso e da cartilagem (FURST & MUNSTER, 2001).

Quando exacerbada, a reacdo inflamatéria pode ser potencialmente
prejudicial. Nessa situacdo, faz-se necessario o uso de farmacos com atividade
antiinflamatéria, os quais irdo interferir em uma ou mais etapas da cascata de

eventos que caracterizam a resposta inflamatoria.
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IV.1.2 Antiinflamatérios

O tratamento de pacientes com inflamagao tem o objetivo de retardar ou
interromper o processo responsavel pela lesao tecidual. A reducédo da inflamagao
pode ser possivel com agentes antiinflamatoérios esterdides (glicocorticéides) ou com

antiiflamatérios nao-esteroides (AINESs).

A acgao dos AINEs se deve ao bloqueio das cicloxigenases, que sao enzimas
envolvidas na cascata do acido araquidbnico. Sabe-se que esta é a rota responsavel
pela biotransformagédo de importantes mediadores celulares envolvidos no processo
inflamatdrio. Embora as ciclooxigenases desempenhem importante papel nos
processos inflamatérios, estas enzimas também estédo presentes em varios 6rgaos e
tecidos. Na realidade existem em duas formas de ciclooxigenase: ciclooxigenase 1
(COX-1), que é amplamente distribuida no organismo e cicloxigenase 2 (COX-2),
que é a enzima relacionada a inflamagdo. A maioria dos AINEs n&o tem acgéo
inibidora seletiva sobre a COX-2 e inibe, também, a COX-1. A inibicdo da COX-1
esta diretamente relacionada a toxicidade destes antiinflamatérios, que inclui a
intolerancia e ulceracdo gastrintestinal, bloqueio da agregacido plaquetaria e
problemas renais, entre outros. Além disso, as reagdes indesejaveis podem ser

mediadas por mecanismos imunoldégicos, resultando em alergias (INSEL, 1996).

Ja os glicocorticoides agem inibindo a fosfolipase A, o que reduz a sintese de
prostaglandinas e leucotrienos pelo &cido araquidénico. No entanto, estes
medicamentos causam reacbes adversas muito sérias, podendo desencadear
diabetes, pressao alta, aumento de peso, retengdo hidrica e problemas 6sseos
(ADCOCK & ITO, 2001).

IV.1.3 Atividade Antiinflamatoria de Principios Ativos de Plantas

Com o objetivo de desenvolver novos farmacos com atividade antiinflamatéria
e reducao de efeitos colaterais, tem-se buscado matérias-primas oriundas de
produtos naturais. Os metabdlitos secundarios derivados de plantas podem agir

interferindo diretamente ou indiretamente com mediadores inflamatdérios, como
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metabdlitos do acido araquidénico, por exemplo. Além disso, podem interferir na
producao ou acao de mensageiros secundarios, ou ainda na expressao de fatores
de transcricao, como NF1B (CALIXTO et al., 2003).

Inimeras classes de metabdlitos secundarios apresentam relatos de atividade
antiinflamatéria, podendo-se citar os terpenos, os alcaldides e os compostos
fendlicos. Dentre estes, os flavondides sao os compostos com mais relatos de
atividades. Conforme WILLIAMS e colaboradores (1995), a propriedade
antiinflamatdria dos flavondides pode ser atribuida a habilidade de certos compostos
em inibir tanto a cicloxigenase quanto a 5-lipoxigenase na rota metabdlica do acido
araquiddnico. Além disso, estudos tém mostrado que flavondides aumentam a
permeabilidade capilar e exercem um efeito inibitério na exsudagao de proteinas e

migracao de leucdcitos.

Os flavonodides rutina, quercetina e hesperidina apresentaram atividade
antiinflamatéria em ratos, utilizando o método de inflamagdo induzida por
carragenina. Estes compostos foram administrados intraperitonialmente, em doses
diarias de 80 mg/kg (GUARDIA et al., 2001).

Ginkgetina, uma biflavona de Ginkgo biloba, mostrou-se efetiva na inibicdo da
fosfolipase A2 e reduziu inflamagéao artritica em ratos com artrite induzida por acido
acético (KIM et al., 1999).

Baicalina, um flavondide extraido de Scutelaria baicalensis, apresentou
inibicdo de edema de pata de ratos, induzido por carragenina (LIN & SHIEH, 1996).
Estudos mostram que baicalina foi capaz de suprimir a producdo de diversos
mediadores inflamatérios (KRAKAUER et al., 2001), se ligar a uma variedade de
quimioquinas, limitando suas funcbes (LI et al., 2000) e inibir a ativacdo de

leucocitos por evitar a adeséo leucocitaria (SHEN et al., 2003).

LIANG e colaboradores (1999) determinaram a atividade antiinflamatéria de
apigenina, daidzeina e canferol. Estes compostos, na dose de 15 pM, inibiram a
producao de prostaglandinas E2 em macrofagos de ratos ativados com LPS

(lipopolissacarideo de E. coli).
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O flavonoide luteolina, quando administrado por via oral em ratos, apresentou
atividade inibitoria in vivo de fator de necrose tumoral e inibicdo de edema em orelha

de rato induzido por acido araquidénico (UEDA et al., 2002).

VERDRENGH e colaboradores (2003) investigaram o impacto da isoflavona
genisteina nas respostas celulares mediadas por células e concluiram que este
composto exerce evidentes propriedades antiinflamatérias afetando granulécitos,

monadcitos e linfécitos.

O resveratrol, uma antocianina, inibiu tanto a enzima COX-1 como a COX-2,
além de produtos gerados pela rota da lipoxigenase (ROTONDO et al.,, 1998;
MACCARRONE et al., 1999). A administracdo oral do flavondide cirsiliol, em
camundongos, causou uma inibicdo dose-dependente do edema de orelha e da
infiltracao de leucécitos induzida por carragenina (FERRANDIZ & ALCARAZ, 1991).
Os flavonoides rutina, quercetina, apigenina, galanina, morina e naringenina também
inibem a expressao de COX-2 e a atividade de macréfagos (RASO et al., 2001;
CHEN et al., 2001).

V.2 Métodos

IV.2.1 Preparo da Amostra

Para os ensaios de atividade antiinflamatoria, a amostra utilizada foi o extrato
seco obtido das folhas de Trifolium riograndense, em fungdo das folhas

apresentarem maior concentracao de isoflavonas que as outras partes da planta.

O extrato foi obtido por maceragdo do material vegetal seco e triturado com
etanol 40% a temperatura ambiente por um periodo de trés dias. Apos este periodo,
o material foi filtrado, e submetido a nova maceracgao, até esgotamento da planta.
Entao, o filtrado foi extraido com diclorometano, sendo posteriormente eliminado o

solvente por meio de evaporador rotatério. O extrato concentrado resultante foi
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ressuspendido em quantidade suficiente de agua e submetido a liofilizagao, obtendo-

se o0 extrato seco.

IV.2.2 Avaliacdo da Atividade Antiinflamatoria pelo Método de

Quimiotaxia in vitro

Devido a quimiotaxia ser um evento importante no processo inflamatério,
foram estabelecidos muitos métodos para a sua investigagdo. Neste trabalho, foi
empregada uma das técnicas de rotina para o estudo de quimiotaxia, que € a técnica
da camara de BOYDEN (1962), modificada por ZIGMOND & HIRSCH (1973).
Detalhes experimentais foram descritos previamente por MELLO e colaboradores
(1992). Foram empregadas camaras cilindricas, construidas em acrilico
transparente, consistindo de dois compartimentos (0,5 ml de capacidade cada),
separados por um filtro de nitrato de celulose com 13 mm de diametro e poros de 8

pm de porosidade (Figura 9).

Figura 9: Placas de acrilico utilizadas para o ensaio de quimiotaxia

O compartimento inferior foi preenchido com uma solugdo contendo fator
quimiotaxico obtido do plasma de ratos, e o compartimento superior com a
suspensao de neutrdfilos peritoneais. Dessa forma, pode-se avaliar a migragao das
células através do filtro, no gradiente de concentragdo do fator quimiotaxico, que se

estabeleceu entre os dois compartimentos.
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IV.2.2.1 Animais

Para obtengdo do plasma, foram utilizados ratos Wistar, machos, adultos,
pesando entre 180 e 220 g, provindos do Biotério Central da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul. Os animais foram mantidos em condicbes normais de
biotério, com livre acesso a agua e ragcao, na Unidade de Experimentacdo Animal da
Faculdade de Farmacia — UFRGS, com temperatura a 22°C, controle de claro-

escuro e umidade monitorada.

A coleta do sangue dos animais para obtengédo do plasma homologo foi feita

através de guilhotinamento.

A manipulacdo animal foi realizada seguindo principios éticos para a
experimentacdo animal. Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
(CEP - UFRGS), estando cadastrado sob o numero 2007981. A carta de aprovacgéao

pode ser visualizada no anexo 1.

IV.2.2.2 Obtencéo do Fator Quimiotaxico

A interacdo do plasma com antigenos bacterianos ativa as vias classica e
alternativa do sistema complemento, com conseqliente formacdo de fatores
quimiotaxicos para leucécitos. O material quimiotaxico utilizado nos experimentos foi
obtido incubando-se plasma de ratos por 30 minutos a 37° C com solucdo de
lipopolissacarideo de Escherichia coli (LPS), na concentragéo de 65 ug/ml. Entdo, o
plasma foi diluido com solu¢do de Hanks (consultar anexo 2) para a obtencdo da

concentragao desejada de 20%.

IV.2.2.3 Coleta e Preparo de Suspensdes de Leucécitos

Os neutrdfilos foram obtidos da cavidade peritoneal de um rato 4 horas apds a
injecdo de 20 ml de uma solugéo de glicogénio a 1% em salina. Para a coleta das

células, o animal foi sacrificado por exposi¢cao ao éter etilico. A seguir, injetou-se na

cavidade peritoneal 60 ml de solugao de Hanks contendo 1Ul/ml de heparina.
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Apoés coleta das células, as mesmas foram lavadas com solugdo de Hanks,
promovendo-se, subsequentemente, a lise de hemacias com choque hipotdnico.
Foram realizadas duas novas lavagens em solucido de Hanks. A quantidade de
células adicionada ao compartimento superior da camara de quimiotaxia foi de 1,5 x

10° células, suspensas em 0,4 ml de solugédo de Hanks.

Aos leucécitos na suspensdo, foi adicionado o extrato seco de Trifolium
riograndense suspendido em Hanks, sob agitagdo em banho-maria a 37°C por 30
minutos, assim como as células controle (sem adi¢gao do extrato). Foram testadas as
seguintes concentragdes: 100 ug/ml; 50 pyg/ml; 25 pg/ml; 10 pg/ml; 5 pg/ml; 1 pg/ml;
0,5 pg/ml e 0,2 pg/ml. Além disso, foram testadas as isoflavonas de referéncia
genisteina, daidzeina, formononetina e biochanina A, todas na concentracao de 10

pg/ml.
IV.2.2.4 Determinacgao da Atividade Migratéria de Leucocitos

As camaras foram preparadas em duplicata e incubadas a 37° C durante 1
hora em atmosfera umida. Em seguida, os filtros foram removidos, fixados, corados,

diafanizados overnight e montados entre lamina e laminula.

Os reagentes utilizados na coloragéo dos filtros s&o, nesta ordem:

a) Etanol absoluto — por 5 minutos

b) Agua — por 2 minutos

c) Solugédo de hematoxilina — por 1 minuto

d) Agua — por 2 minutos

e) Solugdo de Tap-Water (sobrenadante de uma solugdo saturada de
carbonato de litio a 1% em agua) — por 10 minutos

f) Etanol 70% - por 10 minutos

g) Etanol 95% - por 10 minutos

h) Butanol : Etanol (4:1 — v:v) — por 10 minutos

i) Xilol = por, no minimo, 12 horas

A leitura dos filtros foi realizada sob microscopia Optica, utilizando-se

ampliacdo de 40 vezes. Com o foco no plano superior do filtro, aprofundou-se o
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plano de observagdo microscopica até que apenas duas células fossem visiveis em
foco. A distancia, medida em micrémetros, entre o plano superior do filtro e o dessas
duas células em foco, permitiu avaliar a capacidade migratoria dos neutrdéfilos
(ZIGMOND & HIRSH, 1973).

A leitura foi realizada em cinco campos de cada filtro e o resultado expresso
como a média = erro padrao da média (epm) e analisados estatisticamente pelo
teste “t” de Student.

IV.2.3 Avaliacdo da Atividade Antiinflamatéria pelo Método de Edema em

Pata de Ratos

A avaliagdo experimental da atividade antiinflamatéria pode ser realizada,
preliminarmente, pela inibicdo do edema. A reacao inflamatéria desenvolvida em
edema de pata de rato, com adicdo prévia de agente flogistico, pode ser
transformada em teste quantitativo pela medida do volume da pata através de

pletismbdmetro.

IV.2.3.1 Animais de Experimentacao

Para a realizagao deste experimento, foram utilizados animais fornecidos pelo
Biotério Central da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Ratos da raca
Wistar, machos, pesando de 180 a 200 g, foram mantidos em caixas plasticas
contendo no maximo cinco animais com livre acesso a agua e ragao. Passaram por
um periodo de adaptacdo de 72 horas no Biotério da Faculdade de Farmacia —
UFRGS, com temperatura controlada (25°C), controle de claro/escuro de 12 horas e

umidade monitorada.

IV.2.3.2 Método do Edema em Pata de Ratos

A atividade antiedematogénica foi avaliada de acordo com método descrito
por WINTER e colaboradores (1962), na qual se utiliza para a indugcao do edema

uma injecéo de carragenina na pata dos ratos.
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Foram analisados dois grupos - controle e tratado, sendo que o grupo controle
foi subdividido em controle positivo e negativo. O primeiro recebeu indometacina na
dose de 10 mg/kg de peso corporal via oral e o segundo, solug¢ao salina via oral. Nos
animais tratados, o extrato seco obtido das folhas de Trifolium riograndense

ressuspendido em agua, foi administrado por via oral, na dose de 100 mg/kg.

Os animais foram previamente anestesiados (intraperitonealmente) com
pentobarbital sédico na dose de 40 mg/kg de peso corporal. Apés uma hora, o
edema foi induzido pela inje¢do de 0,1 ml de suspengao de carragenina em solugao
salina (5,0 mg/ml) na aponervose subplantar da pata traseira esquerda dos ratos. As
patas traseiras direitas serviram como controle, com a adi¢cdo de 0,1 ml de solucao
salina. O volume das patas foi medido em triplicata, nos tempos de 1, 2, 3 e 4 horas
apos a injegcao do agente flogistico, utilizando pletismémetro. O liquido usado no
aparelho foi solugao contendo 4,0 ml de laurilssulfato de sddio e 0,4 g de cloreto de

sédio dissolvido em um litro de agua.

Os resultados de reducado do edema foram calculados em relagdo ao aumento
percentual do volume das patas traseiras de animais controle e tratados, antes e
apos a injegao do agente flogistico. A atividade antiedematogénica do extrato seco
de Trifolium riograndense foi expressa como percentual da redugao do edema, em

relacdo aos grupos controles.

V.3 Resultados e Discusséo

Através do modelo de quimiotaxia, simula-se in vitro a migragao leucocitaria
do espaco intravascular para o tecido (HOFBAUER et al.,, 1998). O ensaio de
quimiotaxia permite verificar a diminuicdo da motilidade dos leucdcitos frente a
agentes quimiotaticos, envolvendo o espago percorrido pelo leucécito como medida
da atividade migratoria. Cabe salientar, no entanto, que a leitura da migragao celular

observada in vitro ndo é uma medida da distancia percorrida in vivo.
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Sabendo-se que os neutrdéfilos, em especial os leucdécitos, desempenham um
papel importante no processo inflamatério, a inibicido de sua migracdo pode ser

responsavel por parte da atividade antiinflamatoria.

No presente trabalho, verificou-se a inibicdo da migragcdo leucocitaria
causada pelo extrato de Trifolium riograndense, sendo esta inibigao significativa (p [
0,005) até a concentragéo de 0,5 pg/ml, conforme Tabela 19. A supressao da fungéo
dos neutrdfilos pode controlar a resposta inflamatéria sendo aplicada como

mecanismo de acao de certos farmacos antiinflamatérios (RIOJA et al., 2000).

Tabela 19: Resposta quimiotaxica in vitro de neutréfilos tratados com as suspensdes de extrato seco
de Trifolium riograndense em diferentes concentragdes e com as isoflavonas de referéncia

AMOSTRA DISTANC(IQAMI\)/IIGRADA S(E)IIQI\(IJIEII\ICT'E,\AOGI(:T%I\/I)
Controle 1152 0
Susp. Trifolium riograndense 100 pg/ml 10+1* 91
Susp. Trifolium riograndense 50 ug/ml 9+ 1* 92
Susp. Trifolium riograndense 25 ug/mi 8+ 1* 93
Susp. Trifolium riograndense 10 pg/ml 8+1* 93
Susp. Trifolium riograndense 5 ug/ml 7+1* 94
Susp. Trifolium riograndense 1 pg/mi 13+1* 89
Susp. Trifolium riograndense 0,5 pg/ml 76 + 4* 34
Susp. Trifolium riograndense 0,2 pg/ml 120 £ 1 0
Daidzeina 10 pg/ml 25+ 1* 78
Genisteina 10 pg/ml 55+ 3* 52
Formononetina 10 pg/mi 51+4* 55
Biochanina A 10 pg/ml 9+1* 92
Os resultados da distancia migrada sdo média + epm Teste t de Student *p [1 0,005

Conforme se observa no Gréafico 5, da concentragdo de 100 pg/ml até a
concentragao de 1 pg/ml de Trifolium riograndense, a porcentagem de inibicao da
atividade quimiotatica foi semelhante (89 - 94%), ndo sendo observada diferenga
significativa entre os valores. Verificou-se um decréscimo na porcentagem de
inibicdo da migragao leucocitaria a partir da concentragao de 0,5 pg/ml de Trifolium
riograndense, sendo que na concentracdo de 0,2 ug/ml nao foi possivel observar

inibicdo da migracdo de leucaocitos.
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Grafico 5: Efeito de diferentes concentragdes de extrato de Trifolium riograndense na quimiotaxia de
leucocitos de rato
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Nas isoflavonas de referéncia analisadas (daidzeina, genisteina,
formononetina e biochanina A), verificou-se que todas elas apresentaram inibicao da
migracao leucocitaria de forma significativa. No entanto, a porcentagem de inibigao
causada pelo extrato de Trifolium riograndense foi superior as porcentagens de
inibicdo observadas pelas isoflavonas daidzeina, genisteina e formononetina,

quando avaliadas isoladamente.

SUYENAGA (2002) observou resultados diferentes ao analisar a inibi¢cao
leucocitaria causada pelas isoflavonas daidzeina, genisteina, formononetina e
biochanina A. As isoflavonas biochanina A e formononetina ndo foram capazes de
inibir a atividade quimiotatica na concentracao de 400 uM. Conforme a autora, a
quimiotaxia ndo foi inibida pela presenca de substituintes metoxilados nestas

moléculas.

Este ensaio permitiu verificar a acao do extrato seco das folhas de Trifolium
riograndense sobre os leucdcitos de ratos, possibilitando observar a inibicdo da
quimiotaxia. Esta atividade observada para o extrato desta espécie de trevo pode

ser atribuida aos isoflavondides.
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Devido ao fato de que o extrato de Trifolium riograndense causou maior
inibicdo na quimiotaxia de leucécitos do que as isoflavonas isoladas analisadas,
pode-se supor a hipotese de sinergismo, ou seja, que a acdo combinada de duas ou
mais isoflavonas possa causar um efeito superior a soma dos efeitos de cada

composto isolado.

Cabe salientar ainda que, além das isoflavonas quantificadas neste trabalho,
outras moléculas desta classe de flavondides podem estar presentes, contribuindo
para a atividade. Portanto, torna-se necessaria uma investigacdo quimica mais
completa, para permitir a correlagao entre as substancias identificadas e a atividade

biolégica observada.

Verificou-se atividade antiedematogénica significativa nos animais tratados
com extrato seco de Trifolium riograndense por via oral na dose de 100 mg/kg na 12,

22 3% e 4% hora, sendo que a inibigdo maxima observada foi de 68,1% (Tabela 20).

Tabela 20: Efeito da administracdo v.o. de Trifolium riograndense sobre o edema em pata de ratos
induzido pela carragenina (n = 5 animais)

Volume do edema de pata (ml) £ epm
Tratamento (% inibic&o)
1h 2h 3h 4h
Controle 1,19+ 0,15 1,44 £ 0,23 2,13+0,17 1,69 £ 0,26
Indometacina 0,12+ 0,23* | 0,47 +£0,27* | 0,72+0,35* | 0,48 £0,48*
10 mg/kg (89,9%) (67,4%) (66,2%) (71,6%)
T. riograndense 0,38 £ 0,24* | 0,66 £0,26* | 1,13+0,19* | 0,58 £ 0,26*
100 mg/kg (68,1%) (54,2%) (46,9%) (65,7%)

Teste t de Student (*p [J 0,05 em relagédo ao controle)

No Grafico 6, pode ser observada uma representagédo da inibicao do edema
causada pela administragdo de Trifolium riograndense, comparando com controle

negativo (solugao salina) e controle positivo (indometacina).
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Grafico 6: Representagao grafica do edema de pata induzido por carragenina em ratos pré-tratados
com solugdo salina (controle), extrato de Trifolium riograndense (100 mg/kg peso corporal), e
indometacina (10 mg/kg peso corporal)
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O edema de pata induzido por carragenina € um modelo de inflamacgao aguda
gue consiste de duas fases: a primeira, detectada em torno de uma hora, é chamada
de fase rapida, com liberacédo de histamina e serotonina; a segunda fase € chamada
de tardia, com os mediadores (cininas e prostaglandinas) liberados apés duas e trés
horas respectivamente (VINEGAR et al., 1969; DI ROSA et al., 1971). Qualquer
substancia que iniba a acdo da carragenina é considerada como tendo agao

antiinflamatéria.

Dentre as espécies de Trifolium, ha relato de que a espécie Trifolium
resupinatum var. microcephalum apresentou atividade antiedematogénica em pata
de rato, em modelo de artrite induzido (SABUDAK et al., 2008).

As observagbes dos ensaios tomadas juntas, revelam que o extrato de
Trifolium riograndense possui propriedade antiinflamatéria. No entanto, os
mecanismos celulares envolvido por tras desta atividade merecem ser melhor
estudados. Outros ensaios in vivo e in vitro sao necessarios para corroborar 0s
resultados. Investigacdes complementares poderao, inclusive, estabelecer provaveis

mecanismos de acgao.
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Nas ultimas décadas, tem havido um grande interesse nos fitoestrogenos, em
especial as isoflavonas, os quais se tornaram uma alternativa no controle dos
sintomas relativos @8 menopausa. Em adicdo a esta atividade, estes compostos
possuem diversas outras propriedades biolégicas, como atividade antioxidante,
inibicao da atividade enzimatica, entre outras, proporcionando potenciais beneficios

controle de muitas doencas crénicas.

Sabe-se que a ocorréncia de isoflavonas esta restrita para espécies da familia
Leguminosae, salvo raras excegdes. Este aspecto quimiotaxondmico é altamente
relevante, pois limita a pesquisa destes compostos em espécies com maior
possibilidade de conté-los. Isto amplia a chance de descoberta de novos compostos
isoflavénicos (ou de novas plantas fontes de isoflavonas ja conhecidas) quando

comparado com a pesquisa em plantas ao acaso.

A detecgdo da presenca de isoflavonas em espécies de Leguminosas tem
muitas implicagoes. As espécies com altos teores de isoflavonas tornam-se
interessantes fontes destas substancias, podendo ser utilizadas na industria de
suplementos alimentares, ja que uma dieta rica nestes compostos pode auxiliar na
prevencado de doencas crbnicas. Ainda, o elevado teor de isoflavonas torna estas
plantas propicias para serem empregadas na area farmacéutica, sendo utilizadas
para reducado dos sintomas pdés-menopausa. Neste caso, ha necessidade de outros
estudos complementares, como por exemplo, analises de toxicidade. Extratos de

isoflavonas de soja e trevo-vermelho ja sdo comercializados para este fim.

Ja as espécies de leguminosas com auséncia ou baixos teores de isoflavonas
sdo indicadas para o emprego como plantas forrageiras, sem alterar negativamente

a fisiologia e a reproducéo dos animais.

O presente estudo investigou a presengca das isoflavonas daidzeina,
genisteina, formononetina e biochanina A, que ja tiveram diversas atividades
biolégicas comprovadas cientificamente, em 153 espécies de Leguminosas nativas
da Regido Sul do Brasil. Destas, 42 espécies apresentaram ao menos uma das
isoflavonas investigadas. Estas espécies sdo novas fontes potenciais de isoflavonas

para industrializacao.
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Com isso, novas linhas de pesquisa surgem, e muitos novos estudos tornam-
se necessarios, com os objetivos de esclarecer diversas variaveis, como qual parte
da planta produz maior quantidade destes compostos, qual época do ano € a mais
favoravel para encontrar altos teores de isoflavonas, quais fatores naturais auxiliam
ou prejudicam a planta na producao de isoflavonas, se existe uma forma de

melhorar a planta geneticamente para produzir mais isoflavonas, entre outros.

Todas as 42 espécies que apresentaram ao menos uma das quatro
isoflavonas investigadas pertencem a subfamilia Faboideae (Papilionoideae). As
espécies analisadas das subfamilias Caesalpinioideae e Mimosoideae nao
apresentaram isoflavonas, confirmando VEITCH (2007), que relatou que a
ocorréncia restrita de isoflavondides na subfamilia Faboideae € um aspecto quimico
notavel nas leguminosas. Isto enfatiza a importancia dos isoflavondides como

caracteres de diagndstico quimico para a subfamilia Faboideae.

Desta forma, o presente trabalho determinou que as espécies de leguminosas
nativas da Regido Sul do Brasil (a maioria até entdo sem estudos de identificacdo de
isoflavonas) obedecem esta premissa de que os isoflavondides ocorram apenas em

espécies da subfamilia Faboideae.

De todas as espécies nativas investigadas, apenas a espécie Trifolium
riograndense continha as quatro isoflavonas. Considerando que esta espécie nativa
€ do mesmo género do exdtico trevo-vermelho (Trifolium pratense), considerou-se
interessante estudar a espécie de trevo nativa do Rio Grande do Sul, a fim de
comparar com a espécie exotica, que ja é inclusive comercializada como fonte de

isoflavonas.

Trifolium riograndense apresentou elevados teores de isoflavonas. Somando
as quatro isoflavonas quantificadas, a espécie apresentou um total de 18,3 mg de
isoflavonas por grama de amostra seca analisada, o que é consideravel, quando
comparado com outras plantas fontes de isoflavonas. Todas as partes da planta
apresentaram isoflavonas, no entanto, a parte da planta com maior concentragéo € a

folha, com 7,331 mg por grama.
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As espécies do género Trifolium sao leguminosas nativas com bom potencial
forrageiro. Este género é considerado um dos mais importantes da estagao hibernal,
tanto pela qualidade como pela quantidade de forragem produzida nesta estagao. O
género Trifolium é também especialmente interessante em fungédo da sua tolerancia

a solos acidos e ricos em aluminio.

A espécie Trifolium riograndense vem sendo estudada ha alguns anos em
relacdo ao seu melhoramento genético, com o objetivo de aprimorar a qualidade e
rendimento na produgdo, para posterior utilizacdo desta planta como forrageira
adaptada e produtiva nas condicoes do Rio Grande do Sul. Os altos niveis de
isoflavonas encontrados em Trifolium riograndense no presente trabalho devem
servir de alerta para técnicos e produtores, para tomar medidas de manejo, evitando
o pastoreio continuo de fémeas destinadas a reproducdo, pois ainda ndo se sabe o
real impacto que o teor elevado de isoflavonas em Trifolium riograndense causa aos

animais.

As isoflavonas presentes em Trifolium riograndense em grande quantidade
sugeriram alguns ensaios bioldgicos. Considerando que os flavondides em geral
apresentam atividade antiinflamatodria, o extrato das folhas de Trifolium riograndense
foi submetido a dois ensaios. Um destes avaliou a atividade migratéria de leucdcitos
tratados com extrato de Trifolium riograndense frente a agentes quimiotaxicos,
enquanto outro determinou a atividade antiedematogénica do extrato de Trifolium
riograndense pelo método do edema em pata de rato. Em ambos os ensaios, 0

extrato de Trifolium riograndense apresentou atividade significativa.

Este resultado mostra que esta espécie de trevo, nativa do Rio Grande do
Sul, apresenta um grande potencial como fitoterapico, visto que além das atividades
estrogénicas e preventivas de doengas crbnicas, ainda apresenta uma relevante
atividade antiinflamatdria. Logicamente, mais estudos devem ser realizados, tanto
para corroborar estes resultados, quanto para determinar outros fatores envolventes
na transformacdo de uma planta medicinal em medicamento fitoterapico, como

definicao de dose diaria e toxicidade, por exemplo.
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Como no climatério o sistema imune das mulheres fica levemente
comprometido, o fato de uma planta que contém isoflavonas apresentar atividade
antiinflamatéria € muito relevante, pois além da melhora dos sintomas relativos a
deficiéncia estrogénica, ainda atua nos possiveis casos de inflamagao que a mulher

na menopausa tende a apresentar.

Avaliando como um todo, este trabalho apresentou resultados importantes,
permitindo a detecgéo da presenca das isoflavonas investigadas em muitas espécies
de leguminosas nativas do sul do Brasil, a determinagdo de altos teores de
isoflavonas na espécie Trifolium riograndense, além de atribuir atividades
antiinflamatérias a esta espécie, que também ¢é nativa da regido sul. Estes
resultados mostram que estas espécies possuem um enorme potencial cientifico e

econdémico para o Rio Grande do Sul e o Brasil.
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CONCLUSOES






- Um total de 42 espécies de Leguminosas apresentou ao menos uma das

quatro isoflavonas investigadas, sendo que todas eram da subfamilia Faboideae.

- Nao foi possivel observar correlagdo entre a presenca das quatro

isoflavonas e a distribuicio taxondmica das espécies.

- A espécie Trifolium riograndense apresenta 0,187 mg de daidzeina; 0,223
mg de genisteina; 16,683 mg de formononetina e 1,207 mg de biochanina A, por

grama de amostra seca.

- A parte da planta com maior concentragdo de isoflavonas foi a folha, com
7,331 mg de isoflavonas por grama de amostra. Ja a raiz foi a parte com menor teor

de isoflavonas.

- O extrato seco das folhas de Trifolium riograndense causou inibicado da
migracao leucocitaria de forma significativa nas concentragbes de 100 pg/ml; 50

pa/ml; 25 pg/ml; 10 ug/ml; 5 ug/ml; 1 ug/ml e 0,5 pg/mil.
- O extrato seco das folhas de Trifolium riograndense, na dose de 100 mg/kg,

apresentou efeito antiedematogénico nas 12, 22, 32 e 42 horas apds a administragao

de carragenina, no ensaio de indugédo de edema.
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ANEXO 2: Forma de preparo da solugao salina de Hanks

Solugao estoque

N o T 40,0 g
S T 209
NazHPO4 .......................................... 0,5 g
KH2PO4 ............................................ 0,5 g
AQUA 0.S.P. e, 500 ml

Solucdo Tris 1 M
THIS oo 121 ¢

AQUA .o, 1000 ml
Acerta-se o pH a 7,3 com HCI

Solugéo de CaCL; (1,1 M)

Solugao de MgSO,4

M@SO4.7H20 .o 99¢
AQUA ..o 100 ml

No momento da utilizagao

Solucao estoque ... 100 ml
Solugcao Tris 1M ..o, 2,75 ml
Solugao de CaCl, (1,1 M).............. 170 ul

Solugado de MgSOy ......ccceeeeee. 200 ul
AQUa 0.S.P. v 1000 ml

Acerta-se o pH em 7,35 com HCI 0,1 N e adiciona-se 220 mg de dextrose
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ABSTRACT

An HPLC method was used for determination and quantification of four
isoflavones (genistein, daidzein, formononetin and biochanin A) from leaf, flower,
stolon and root of Trifolium riograndense. The results showed that this species
contains high amounts of isoflavones. Each plant organ presented different
concentrations of the examined isoflavones. The highest amount of isoflavones
was found in the leaves of the plant, and the root presented the lowest total
concentration of isoflavones. The major isoflavone found in all parts of the plant
was formononetin. Trifolium riograndense could be an option of isoflavone source

for food supplement industry.
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INTRODUCTION

Isoflavones, a class of phytoestrogens, are plant metabolites structurally
similar to steroidal estrogens. These compounds have received widespread attention
as potential therapeutic agents, particularly in women’s health. They have estrogenic
activity and have been associated with prevention of breast and prostate cancer (1)
in addition to cardiovascular disease (2). Isoflavones are also of interest because of
their biological activity in farm animals. Cows and ewes fed with estrogenic forage
may suffer from problems related to the reproductive area. The most important side
effects are temporary or permanent sterility, impaired ovarian function, often
accompanied by reduced conception rates and increased embryonic loss, and
uterine prolapes (3).

Isoflavones have a distinct taxonomical distribution because their occurrence
is related mainly with the Leguminosae (or Fabaceae) family. Trifolium taxon is one
of the most important genera of the Leguminosae family, due to the agricultural value
and the number of species (about 300) (4).

Most quantification analyses of isoflavones concentration and biological
activities described in literature were performed with Trifolium pratense L. (red
clover). This species contains related isoflavone glycosides, mainly of the genins
formononetin and biochanin A, besides smaller amounts of daidzein and genistein
glycosides (5). In previous literature, there is no report of chemical studies on

Trifolium riograndense Burkart. It is a native species of clover from southern Brazil,
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especially from the northern region of Rio Grande do Sul. Trifolium riograndense is
an herbaceous perennial plant, growing to 50 cm high. The leaves are ftrifoliate (with
three leaflets) and the flowers are dark pink. This clover blooms at spring, and it is
cold resistant. Trifolium riograndense is especially interesting to forage plant
breeders because of its tolerance to acid and aluminium-rich soils (6).

The aim of this work was to quantify the isoflavone aglycones daidzein,
formononetin, genistein and biochanin A (Fig. 1) in different organs of Trifolium

riograndense (leaf, stolon, flower and root).

EXPERIMENTAL

Chemicals and Reagents

Daidzein and genistein were purchased from Sigma (St. Louis, USA);
formononetin and biochanin A were purchased from Fluka (Steiheim, Germany).
Acetonitrile (HPLC grade) was obtained from Merck (Darmstadt, Germany) and
trifluoroacetic acid (analytical grade) was obtained from Nuclear (Diadema, Brasil) All

other chemicals were analytical grade.

Plant material

Trifolium riograndense Burk. was collected in the flowering phase, on
November 2007, in several cities from the northern region of Rio Grande do Sul,
Brazil, such as Sao Francisco de Paula, Bom Jesus, Lajeado Grande, Alziro Ramos,
Tainhas and Varzea do Cedro. Voucher specimens were deposited at the Herbarium
in the ICN Herbarium, UFRGS, Porto Alegre, Brazil (number 157822). The leaves,

stolons, flowers and roots of the gathered plants were separated. The samples were
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dried in an oven at 100 °C for 1 h, and then the plant material was ground using a

mortar and pestle.

Preparation of the Extracts for HPLC Analyses

Each sample was prepared and analyzed in triplicate. Ten mg of pulverized
plant were extracted with 4 ml of 6 M HCI and incubated at 100 °C for 15 min in water
bath under magnetic stirring. After cooling, the residue was filtrated and extracted
with 15 ml of dichloromethane (3 times). The extract was concentrated under
reduced pressure, dissolved in methanol and transferred to a 10 ml volumetric flask
that was filled up with methanol. The extract was filtrated by a 0.45 pm membrane

before the HPLC injection

HPLC Analyses of Extracts for Isoflavone Content

The HPLC analyses were performed according Ramos et al. (7), on a Waters
Alliance 2695 chromatograph with an UV detector (UV/VIS Waters 2487). The
system was equipped with a C18 reverse-phase column (Nova-Pak, 4um, 3.9 x 150
mm) with guard-column and operated at room temperature. Elution of isoflavones
was performed using a linear gradient system, and the mobile phase consisted of
acetonitrile:water:trifluoroacetic acid (20:80:0.01; VIVIV) (A) and
acetonitrile:trifluorocetic acid (100:0.1; v/v) (B). The gradient profile was: 0-10 min
from 0 to 40% B, 10-11 min 40% B, 11-12 min from 40 to 100% B. At the end of each
running, 6 min of 100% A was used to restore the initial conditions. The flow-rate was
0.7 ml/min. The detection wavelength was 260 nm.

Standard curves were generated for the four isoflavones (daidzein,

formononetin, genistein and biochanin A). The area under the curve for each
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isoflavone of the extract was determinated, and these areas were used to calculate
the percent weight of isoflavones of the samples, based on standard curve, linear
regression and amount injected onto the column. Relative standard deviations
(RSDs) for area values from ftriplicate injections were calculated as [(mean —
standard deviation)/mean] x 100, and the samples RSDs had to be < 5% to be

considered valid data.

RESULTS AND DISCUSSION

In this HPLC system, daidzein, genistein, formononetin and biochanin A were
eluted with the following retention time ranges: 5.646, 7.225, 8.376 and 10.327
minutes, respectively. R? values for the least-squares regression equations fitted to
the standard curves were as follow: daidzein (0.9983), genistein (0.9999),
formononetin (0.9996) and biochanin A (0.9997).

The concentrations of the four investigated isoflavones in different parts from
Trifolium riograndense are summarized in Table 1.

The total isoflavone concentration in Trifolium riograndense was 18.300 mg/g
of dry plant. In leaves the total isoflavone concentration was 7.331 mg/g of dry plant.
The root presented the lowest isoflavone concentration, 2.806 mg/g. The major
isoflavone found in all parts of the plant was formononetin.

The isoflavone concentration found in Trifolium riograndense is high when
compared with other species of Leguminosae family. Soy seeds, the isoflavone most
consumed source in the world, present from 0.5 to 2.0 mg/g of isoflavones (8).

Previous researches have quantified isoflavones in other Trifolium species.

Ramos et al. (7) analysed five populations of red clover (Trifolium pratense), and the
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aglycone contents varied from 0.008-0.091 mg/g of daidzein, 0.05-0.131 mg/g of
genistein, 6.568-23.462 mg/g of formononetin, and 2.499-10.337 mg/g of biochanin
A. In general, the daidzein and genistein contents of Trifolium riograndense are
higher than Trifolium pratense, while the concentration of biochanin A in Trifolium
riograndense is lower.

A screening of 57 Trifolium species for isoflavone concentration showed that
there are a number of species with extremely high amounts of these compounds.
From this point of view, the species Trifolium lappaceum, Trifolium phleoides,
Trifolium hirtum, Trifolium alpestre, Trifolium medium, Trifolium subterraneum,
Trifolium heldreichianum, Trifolium pratense, Trifolium isodon, Trifolium miegeanum
and Trifolium scabrum are interesting, ranging from 10.39 to 88.38 mg/g of
isoflavones. Most of the other 46 Trifolium species were either free of isoflavones, or
presented very low content (9).

Some Trifolium species show low concentration of isoflavones. Wu et al. (10)
determined the isoflavone content in Trifolium repens, Trifolium hybridum and
Trifolium campestre. The total isoflavones in different parts of these species were
found in much lower concentrations: 0.21-0.35 mg/g in Trifolium repens, 0.07-0.40
mg/g in Trifolium hybridum and 0.003-0.006 mg/g Trifolium campestre.

Isoflavones have attracted attention due to their role in the amelioration of
postmenopausal symptoms, activities related to cardiovascular diseases, cognitive
function, and breast and prostate cancers (11). Isoflavone-based nutraceuticals are
the most assayed polyphenol supplements. The interest in isoflavones as dietary
components and their scarcity in Western diets as compared to the Asian diet, where
they are abundant due to soy consumption, has resulted in increasing demand for

new plant sources of these compounds.
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These results showed that Trifolium riograndense is a plant rich in isoflavone,

and a new interesting option as isoflavone source.
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Table 1 — Isoflavone contents (Milligram per Gram of Dry Weight; Arithmetic
Means of the Analytical Data are Given; Number of Triplicates: 3) in Different

Parts of Trifolium riograndense

Isoflavones
Plant organ Daidzein Genistein  Formononetin Biochanin A Total
Leaf 0.063 0.167 6.623 0.478 7.331
Flower 0.059 0.015 3.180 0.188 3.442
Stolon 0.065 0.033 4.348 0.275 4.721
Root 0.000 0.008 2.532 0.266 2.806
Total 0.187 0.223 16.683 1.207 18.300
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Figure 1. Chemical structures of the four isoflavones measured in different parts of

Trifolium riograndense
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