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RESUMO

SILVA, D. P. D. Caracterizagdo de compostos fendlicos por espectrometria de massas e
potencial antioxidante das cascas de Myracrodruon urundeuva (aroeira-do-sertao) do cariri
paraibano. 2018. 93 pag. Dissertacdo (Mestrado em Farmacoquimica de Produtos Naturais e
Sintéticos Bioativos) — Centro de Ciéncias da Saude, Universidade Federal da Paraiba, Joao
Pessoa, 2018.

Myracrodruon urundeuva Fr. Allemdo pertencente a familia Anacardiaceae conhecida
popularmente no Brasil por Aroeira-do-sertdo com ocorréncia natural nos estados do Ceara e
Sao Paulo com ocorréncia nos estados de Alagoas, Bahia, Espirito Santa, Goias, Maranhao,
Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio de Janeiro,
Rio Grande do Norte, Sergipe, Sao Paulo, Tocantins e Distrito Federal. Alguns estudos
fitoquimicos mostram a grande presenga de compostos fenolicos, como chalconas diméricas e
taninos e componentes volateis como os monoterpenos. E considerada uma das principais
plantas utilizadas como medicinal na regido do Nordeste, sendo conhecida por suas
propriedades farmacoldgicas antiinflamatdria, cicatrizante, antiulcerogénicas e contra
vaginites. Diante disso, este trabalho teve como objetivo contribuir através do estudo
fitoquimico para o conhecimento quimico da espécie, bem como avaliar o seu potencial
antioxidante e realizar a quantifica¢do de fendis totais. Para isto, o material vegetal, foi seco e
submetido a extracdo para posterior procedimento de caracterizagdo dos constituintes
quimicos. A caracterizagdo quimica foi realizada por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas. A caracterizagdo resultou na identificacao de
42 compostos com estruturas e propostas de fragmentacdo sugeridas putativamente por
comparagdes com dados da literatura. O potencial antioxidante do extrato etandlico bruto
(EEB) foram analisadas através do método de seqiiestro do radical livre DPPH (2,2-difenil-1-
picril-hidrazil) e o teor de fenois totais foi realizado pelo método de Folin-Ciocalteu, os
resultados obtidos foram comparados com os padroes de acido ascorbico e acido galico,
respectivamente. A analise do potencial antioxidante resultou em uma atividade do EBB (Cls
= 18,764 pg/mL) quando comparada com a do padrao (Clso = 16,343 pg/mL) e um alto teor
de fenolicos totais de 387,49 = 15,09 mg EAG/g de EEB. Os compostos fenolicos podem ser
um importante sinalizador para a atividade antioxidante. Os resultados aqui relatados

corroboram com os dados descritos na literatura para esta espécie.

Palavras-chaves: Myracrodruon urundeuva. Potencial Antioxidante. Compostos Fenolicos.

Espectrometria de Massas.



ABSTRACT

SILVA, D. P. D. Characterization of phenolic compounds by mass spectrometry and
antioxidant potential of the bark of Myracrodruon urudeuva (aroeira-do-sertao) of the Paraiba
cariri. 2018. 93 pag. Dissertation (Master in Pharmacochemistry of Natural and Synthetic
Bioactive Products) - Health Sciences Center, Federal University of Paraiba, Jodo Pessoa,

2018.

Myracrodruon urundeuva Fr. Allemao belonging to the family Anacardiaceae popularly
known in Brazil by Aroeira-do-sertdo with natural occurrence in the states of Ceara and Sao
Paulo with occurrence in the states of Alagoas, Bahia, Espirito Santo, Goids, Maranhao, Mato
Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio de Janeiro, Rio
Grande do Norte, Sergipe, Sao Paulo, Tocantins and Distrito Federal.
Some phytochemical studies show the great presence of phenolic compounds, such as dimeric
chalcones and tannins and volatile components such as monoterpenes. It is considered one of
the main plants used as medicinal in the Northeast region, being known for its
pharmacological properties anti-inflammatory, healing, antiulcerogenic and against vaginal
diseases. Thus, this work aimed to contribute through the phytochemical study to the
chemical knowledge of the species, as well as to evaluate its antioxidant potential and
quantification of total phenols. For this, the vegetal material, was dried and submitted to the
extraction for later procedure of characterization of the chemical constituents. The chemical
characterization was performed by High Efficiency Liquid Chromatography coupled to Mass
Spectrometry. The characterization resulted in the identification of 42 compounds with
structure and proposed fragmentation putatively suggested by comparisons with literature
data. The antioxidant potential of the crude ethanolic extract (CEE) were analyzed by the free
radical sequestration method DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) and the total phenol
content was determined by the Folin-Ciocalteu method, the results obtained were compared
with the ascorbic acid and gallic acid standards, respectively. Analysis of the antioxidant
potential resulted in an CEE activity (CI50 = 18,764 pug / mL) when corroborated with that of
the standard (CI5S0 = 16,343 pg / mL) and a high total phenol content of 387.49 + 15.09 mg
EAG / g of CEE. Phenolic compounds can be an important indicator for antioxidant activity.

The results reported here corroborate with the data described in the literature for this species.

Keywords: Myracrodruon urundeuva. Antioxidant potential. Phenolic Compounds. Mass
Spectrometry.
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1 INTRODUCAO

A utilizagdo de produtos naturais data da época das sagradas escrituras e ao Papiro de
Ebers em que inumeras drogas de origem vegetal e animal foram descritas (PINTO et al,
2002). A papoula (Papaver somniferum) ¢ um exemplo desses registros de espécie,
apresentando poder analgésico, tendo como principio ativo a morfina (DUARTE, 2005). Apés
a elucidacdo estrutural da morfina em 1923 diversos outros compostos foram descobertos, a
exemplo de moléculas como vimblastina (Velban®™) e vincristina (Oncovin®™) extraidas da
Catharrantus roseus e o taxol extraido da casca da Taxus brevifolia, sio exemplos de
quimioterapicos para o tratamento do cancer (VIEGAS-JUNIOR; BOLZANI; BARREIRO,
2006).

Apesar de existirem outros métodos de descoberta de medicamentos, os produtos
naturais ainda mostram-se bastante promissores na busca por novas drogas. Nos ultimos 34
anos (1981-2014), 30% dos medicamentos utilizados em paises industrializados sdo obtidos
de plantas ou derivados dos metabdlitos secundarios das plantas. Por exemplo, dos
medicamentos anticancerigenos aprovados, 49% sdo obtidos de produtos naturais ou

derivados diretamente destes (NEWMAN; CRAGG, 2016).

O bioma Caatinga apresenta-se como uma fonte promissora para a descoberta de
novos produtos naturais, visto que ¢ um bioma exclusivamente brasileiro, ou seja, a maior
parte do seu patrimdnio bioldgico ndo € visto em nenhum outro lugar do planeta (SCHISTEK,
2012). A Caatinga ¢ extremamente heterogénea, os contrastes fisicos e climaticos propiciam o
aparecimento de diferentes tipos de formagdes vegetais. A Caatinga ¢ taxada como um
ambiente pobre em espécies e com baixo grau de endemismo, o que certamente ¢ reflexo do
pouco conhecimento sobre a regido (HAUFF, 2010). Essa enorme variabilidade presente no
bioma Caatinga e escassez de estudos nos faz pensar que fontes de biodiversidade menos
exploradas ou inexploradas podem estar associadas a novas diversidades quimicas
(MARANGONI, 2015).

A Myracrodruon urundeuva Fr. Allemao pertencente a familia Anacardiaceae, ¢
conhecida vulgarmente no Brasil por urundeuva, aroeira, aroeira-preta, aroeira do cerrado,
aroeira do sertdo, gibao entre outros. O nome aroeira comumente utilizado vem de arara e da
terminagdo eira, significando "arvore da arara", devido a preferéncia desta ave posar e viver
nesta arvore. Na Caatinga esta arvore atinge de 5 a 20 m de altura e cerca de 30 a 60 cm de

DAP (Diametro a Altura do Peito) (CARVALHO, 2003).
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No Brasil a sua ocorréncia natural se dd nos estados do Ceard e Sdo Paulo e esta
presente nos seguintes estados: Alagoas, Bahia, Ceard, Espirito Santo, Goids, Maranhao,
Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio de Janeiro,
Rio Grande do Norte, Sergipe, Sao Paulo, Tocantins e Distrito Federal (CARVALHO, 2003).

Alguns estudos fitoquimicos da M. wurundeuva mostraram a presenga chalconas
diméricas e taninos (VIANA et al., 1997). Outro estudo realizado por Viana, Bandeira e
Matos (2003) ao fracionar o extrato de acetato de etila da entrecasca da Aroeira puderam
isolar trés chalconas diméricas denominadas Urundeuvina A, B e C. Aquino (2013) ao
analisar as folhas da Aroeira em diferentes épocas do ano identificou seus componentes
volateis como sendo monoterpenos (Z) - /4-ocimeno e A’-careno, sendo estes freqilentemente
encontrados nos o6leos essenciais, além de Limoneno, mirceno, a-pineno ¢ (£)-f-Ocimeno.
Além da grande quantidade de compostos fenolicos presentes nas cascas da aroeira-do-sertao
(QUEIROZ; MORAIS; NASCIMENTO, 2002).

Na medicina popular ¢ bastante conhecida por suas propriedades farmacoldgicas,
sendo considerada uma das principais plantas medicinais da regido Nordeste, o seu extrato
aquoso do caule (casca) ¢ bastante utilizado na forma de “banho-de-assento” apds o parto.
Indicada como anti-inflamatdria e cicatrizante no tratamento de ferimentos, gastrites, tlceras
gastricas, vaginites e hemorrdidas (FERNANDES, 2011).

Acredita-se que muitas das propriedades medicinais de certas plantas podem estar
relacionadas com os metabolitos produzidos pela sua interagdo com o meio externo. Logo,
surge o questionamento sobre as tais moléculas bioativas encontradas nas plantas, se sdo
produzidas exclusivamente por essas ou como resultado da relagdo mutualistica entre planta e
microrganismo ou ainda da sua interagdo com animais. Assim, sugere-se que as propriedades
terapéuticas de uma planta medicinal podem estar na interacao entre ambos (SPECIAN et al,
2014).

No Brasil a medicina popular utiliza-se de plantas medicinais como alternativa para o
tratamento de diversas doencas, sendo distribuidas e repassadas de geragdo em geracao
somente através do conhecimento empirico sendo comercializadas em mercados abertos
mesmo sem nenhuma comprovacao cientifica da sua propriedade farmacologica pelo fato de
ndo terem sido investigadas por meio de testes clinicos, bem como seus riscos de toxicidade.
(VEIGA-JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005)

Alguns estudos vém sendo realizados a fim de identificar, compreender as
propriedades farmacoldgicas das plantas e aplicarem no tratamento de diversas doencgas além

de confirmar o seu uso pela medicina popular. Do extrato do acetato de etila Viana et al.
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(1997) conseguiu isolar duas fracdes, uma rica em chalconas e outra rica em taninos e
observou efeitos antinociceptivos e anti-inflamatérios, confirmando desta forma a sua
aplicagdo para este fim pela medicina popular.

Nobre-Junior (2005) ao estudar o efeito citoprotetor de chalconas denominadas
urundevinas A, B e C em células mesencefalicas de ratos expostas a uma toxina denominada
de 6-hidroxidopamina (6-OHDA), observou uma redu¢do na morte celular demonstrando
desta forma a sua atividade antiapoptotica, tal propriedade se deve a acdo antioxidante destes
compostos.

Diante disso, torna-se necessario que estudos sobre a composi¢do quimica e aplicacio
destas plantas medicinais sejam realizados na busca por novos compostos promissores além
de contribuir para um melhor aprofundamento do conhecimento quimico da espécie

Myracrodruon urundeuva Fr. Allemao.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Produtos naturais como fonte de medicamentos

A utilizagdo de produtos naturais pela humanidade remota as sagradas escrituras e ao
Papiro de Ebers que enumera cerca de 100 doencas e descreve inumeras drogas de origem
vegetal e animal (PINTO et al., 2002). H4 diversos registros de espécies como, por exemplo, a
papoula (Papaver somniferum) que comprovam a importdncia dessa planta com poder
analgésico com agdo primaria sobre o Sistema Nervoso Central (SNC). Planta cujo principio
ativo ¢ a morfina isolada pelo farmacéutico Allemao Friedrich Wilhelm, em 1816, como
sendo uma substancia cristalina e insoluvel em agua (DUARTE, 2005). Posteriormente em
1923 teve sua estrutura determinada por Robinson e Gulland, sendo sintetizada somente em
1952, por Gates e Tschude. Depois de estabelecida a estrutura quimica dos derivados naturais
do 6pio, varios outros compostos farmacologicamente ativos foram descobertos, a saber, o
derivado 4-fenil-piperidinicos como uma nova classe de hipnoanalgésicos de emprego mais
efetivo e seguro (BARREIRO, 1990).

Moléculas como a vimblastina (Velban®™) e a vincristina (Oncovin®) extraidas da
Catharrantus roseus e o taxol extraido da casca da Taxus brevifolia, sio exemplos de
quimioterapicos para o tratamento do cancer inserido na terap€utica nos ultimos 20 anos.
Estudos sobre a viabilidade econdmica e sustentavel de obtengdo do taxol surgiram em
decorréncia da escassez da fonte natural, tendo em vista que, para produzir 1 kg de taxol
seriam necessarios 10 t de cascas de 7. brevifolia, ou seja, 3000 arvores. Diante disso iniciou-
se a busca por fontes alternativas e naturais para obtencdo do taxol. Mais tarde surgiram os
primeiros relatos de novas fontes de outros taxanos, como a Bacatina III encontrada em outra
espécie de Taxus com concentragcdes cinco vezes maiores que a encontrada inicialmente.
Recentemente, um grupo da Montana State Universityobteve o taxol a partir fungos
endofiticos isolados das cascas da T. brevifolia (VIEGAS JUNIOR; BOLZANI; BARREIRO,
2006).

Cerca de 60% da populagdo mundial ¢ dependente quase que inteiramente das plantas
como fonte para medicacdo, sendo os produtos naturais reconhecidos a muito tempo como
fonte terapéutica eficaz (HARVEY, 2000). No Brasil o uso de plantas medicinais e as
preparacdes caseiras apresentam grande importancia no tratamento de doengas que afetam em

geral a populacdo de renda baixa que tem como alternativa a disponibilidade desses
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fitoterdpicos. Seu uso esta relacionado também a influéncia cultural passada de geragcdo em
geracdo (NOBRE-JUNIOR, 2005).

Apesar de existirem outros métodos de descoberta de medicamentos, os produtos
naturais ainda se mostram bastante promissor na busca por novas drogas. Em um estudo
realizador por Newman e Cragg (2016) analisando os agentes terapéuticos aprovados nos
ultimos 34 anos (1981 — 2014), observaram que aproximadamente 30% dos medicamentos
utilizados em paises industrializados sdo obtidos de plantas ou derivados dos metabolitos
secundarios das plantas. Na area do cancer, ao longo dos anos entre 1940 e 2014, das 175
pequenas moléculas aprovadas, 85 ou 49% dos medicamentos anticancerigenos sao obtidos de

produtos naturais ou derivados diretamente destes.

2.2 Bioma caatinga como fonte de novos produtos naturais

O Brasil possui uma area de 8,5 milhdes km?, ocupando quase a metade da América
do Sul. Essa area possui varias zonas climaticas incluindo o tropico timido no Norte, o
semiarido no Nordeste e areas temperadas no Sul. As diferencas climaticas favorecem as
diferencas ecologicas existentes formando assim zonas biogeograficas com diferentes biomas
(FUNBIO, 2006).

A Caatinga, apresenta uma area de aproximadamente 844,453 km?” correspondendo a
11% do territério Brasileiro, ¢ o principal ecossistema existente no Nordeste com clima
semiarido, ocupando 10 estados: Bahia(54%), Ceara (100%), Piaui (63%), Pernambuco
(83%), Rio Grande do Norte (95%), Paraiba (92%), Sergipe (49%), Alagoas (48%), Maranhao
(1%) e Minas Gerais (2%) (IBGE, 2004). O nome Caatinga originario do tupi-guarani,
significa mata branca devido a sua paisagem esbranquigada caracteristica da vegetacdo
durante a seca em que grande parte das plantas perde suas folhagens e os seus troncos tornam-
se esbranqui¢ados e secos. E um bioma exclusivamente brasileiro, ou seja, a maior parte do
seu patrimonio biolodgico nao € visto em nenhum outro lugar do planeta (SCHISTEK, 2012).

O termo semiarido faz referéncia ao clima que exerce forte influéncia sobre a
vegetacdo de Caatinga apresentando estacdo chuvosa curta e longos periodos de seca, com
alta incidéncia de radiagdo solar, nebulosidade reduzida e evapotranspiracdo elevada que
excede a precipitagdo e, sobretudo irregularidade pluviométrica, (SOUZA, 2015) com
precipitacdo anual média entre 400 e 600 mm. A Caatinga ¢ extremamente heterogénea, os
contrastes fisicos e climaticos propiciam o aparecimento de diferentes tipos de formacdes

vegetais. A Caatinga ¢ taxada como um ambiente pobre em espécies € com baixo grau de
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endemismo, o que certamente ¢ reflexo do pouco conhecimento sobre a regido (HAUFF,
2010), visto que a Caatinga ¢ um bioma extremamente diverso em espécies animais € vegetais
(PRADO, 2003).

A falta de conhecimento do bioma Caatinga ¢ do seu enorme potencial para o
desenvolvimento do pais ¢ decorrente de varios fatores, o menosprezo por se tratar de um
bioma nao florestal, que ¢ visto como pobre em biodiversidade e potencial econdmico e pelo
fato de a Caatinga estar longe dos principais centros econdmicos € populacionais do pais,
além do pouco conhecimento cientifico acerca da sua biodiversidade, resultando em poucos
estudos, situacdo que vem mudando nos ultimos anos (SEYFFARTH, 2012).

Apesar de ser caracteristico nosso, a diversidade bioldgica do bioma Caatinga tem sido
0 menos explorado no Brasil, ¢ um bioma que além de necessitar de estudos, merece destaque
para a sua conservagdo, pois ¢ a regido natural menos protegida com menos de 2% do seu
territorio com unidades de conservagao (LEAL; TABARELLI; SILVA, 2003).

Foram identificadas 82 areas com prioridade para a conservagdo da biodiversidade da
Caatinga. Dessas, 27 foram consideradas como de extrema importancia bioldgica, 12 como de
muito alta importancia, 18 como de alta importancia e 25 como pouco conhecidas, mas de
aceitavel importancia. Recomendam-se protecdo integral para a maioria das areas prioritarias
(54,8%), 81% de protecdo para areas de extrema importancia, 75% para as de muito alta
importancia, e 72% para as de alta importancia. Em contrapartida, e como esperado, como
principal agdo proposta para grande parte das areas insuficientemente conhecidas (96%),
propOs-se a investigagdo cientifica. O Cariri paraibano esta entre as regides que apresentam
extrema importancia bioldgica, tendo como justificativa por ser uma 4rea rica em espécies
endémicas e um ambiente em processo de desertificagdo, sendo recomendada uma prote¢ao
integral na sua flora, repteis/anfibios, biota aquatica e invertebrados (SILVA; TABARELLI;
FONSECA, 2004).

Na Caatinga, alguns estudos etnobotanicos vém sendo realizados buscando revelar o
potencial medicinal dessas plantas. Silva e Albuquerque (2005) em seu estudo mostraram que
22 espécies da Caatinga possuem indicagao para fins terap€uticos, um fator importante e que
vale a pena ser ressaltado € que as plantas com maior importancia tendem a ser mais escassas,
nos mostrando que para estas plantas com vasta indicagdo medicamentosa deve-se pensar em
formas de conservacdo e uso sustentavel da biodiversidade local, além de fatores como
processos de desertificacdo ja identificados na regido da Caatinga. Corroborando com Silva;
Tabarelli e Fonseca (2004) citados anteriormente onde ressaltam a importancia de unidades de

conservagao e protecdo integral da flora.
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A natureza ¢ responsavel pela maior parte da producdo das substancias organicas
conhecidas mundialmente, o reino vegetal ¢ detentor de boa parte dessas moléculas
conhecidas e registradas na literatura, muitas destas possuem valor agregado devido a sua
aplicagdo como medicamentos, cosméticos e agroquimicos (PINTO et al, 2002; VIEGAS
JUNIOR; BOLZANI; BARREIRO, 2006).

A indiscutivel riqueza de espécies encontradas nos biomas brasileiros que had muitos
séculos vem despertando o interesse da comunidade académica em todo o mundo, compde
uma das mais importantes fontes de principios ativos do planeta. A impressionante quantidade
de espécies encontradas na flora nacional traz destaque para o pais no campo como fonte
promissora de pesquisas para novas substancias e consequentemente o desenvolvimento de
novos medicamentos (FERNANDES, 2011).

A versdo mais recente de um levantamento feito por 575 botanicos brasileiros em
parceria com outros 14 paises sobre a diversidade de plantas, algas e fungos no Brasil,
enumerou 46.097 espécies, em que 43% sdo endémicas. Este resultado colocou o Brasil como
sendo o pais com a maior diversidade de espécies do mundo, seguido por China, Indonésia,
México e Africa do Sul. A primeira versdo do levantamento em 2010 listou 40.989 espécies,
este nimero ¢ crescente, visto que a cada ano sdo identificadas e descritas cerca de 250 novas
espécies (FIORAVANTI, 2016). Algumas espécies foram identificadas nos ultimos cinco
anos, na Amazonia foram listadas 14.035 espécies, no Pantanal 1.518 espécies, na Mata
Atlantica 20.241 novas espécies, no Cerrado 13.488 espécies e na Caatinga 5.780 espécies.
Merecendo destaque para as Angiospermas (57,5%), com 32.813 espécies, sendo 19.503
endémicas (ZAPPIL; BFG - THE BRAZIL FLORA GROUP, 2015).

Os componentes naturais presentes nas plantas sdo divididos em metabdlitos
primarios, sendo estes os lipidios, aminoacidos, carboidratos, € em metabolitos secundarios
como os taninos, flavonoides, alcaloides, etc. Enquanto que os metabolitos primarios estdo
amplamente presentes nos seres vivos, os metabolitos secundarios ocorrem de maneira mais
restrita, mesmo sendo estes essenciais para a defesa da propria planta ao ataque de agentes
externos como pragas, escassez de dgua, radiagao solar, doencas, entre outros. Sendo assim,
apresentam importante fungdo para a sobrevivéncia da planta bem como a sua conservagao
(SA, 2008).

A descoberta acidental da penicilina a partir do fungo filamentoso Penicilliumnotatum
por Fleming, em 1929, deu inicio a diversos estudos com novos agentes bioativos como fonte
promissora de produtos naturais. Diversos metabolitos secundarios de fungos produziram

alguns dos mais importantes produtos da inddstria farmacéutica, a exemplo de agentes
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antibacterianos como os das classes das penicilinas, cefalosporinas, as tetraciclinas, agentes
imunossupressores como a ciclosporina e rapamicina a partir de Streptomyces sp, redutores de
colesterol como a mevastatina e lovastatina a partir de Penicillium spe anti-helminticos e
antiparasitarios, como os avermectinas a partir de Streptomyces sp (CRAGG; NEWMAN,
2005).

Das plantas medicinais podem-se aproveitar partes da planta ou a sua totalidade. Estas
plantas sdo compostas por substancias que variam de uma planta para outra, como alcaloides,
Oleos essenciais, taninos, entre outros, sdo estes compostos que demarcam e conferem
propriedades especiais aquela planta que ¢ influenciada pelas condigdes edafoclimaticas e
podem interferir nas suas propriedades medicinais (ALVES; NASCIMENTO, 2010).

A extraordinaria variabilidade presente na natureza induz pensar que fontes de
biodiversidade menos exploradas ou inexploradas podem ser associadas as novas diversidades
quimicas, com grande potencial de a¢do contra os organismos patdgenos que apresentam
resisténcia a antibidticos, por exemplo. As plantas e microrganismos cultivaveis se tornaram
as principais fontes de moléculas biologicamente ativas e terapeuticamente uteis nos tempos

atuais (MARANGONI, 2015).

2.3 Familia Anacardiaceae

A familia Anacardiaceae ¢ constituida por cerca de 80 géneros e aproximadamente
600 espécies com predominancia nas regides tropicais e subtropicais, apresentando espécies
com importancia alimentar como o frutifero cajueiro (4dnacardium occidentale L.) e a manga
(Mangifera indica L.) (SA, 2008). Quimicamente os géneros mais estudados sdo Rhus
(Toxicodendron), Mangifera, Schinus, Anacardium, Spondias, Lannea, Semecarpus, Pistacia,
Lithraea, Tapirira e Melanorrhoea (CORREIA; DAVID, P.; DAVID, M., 2006).

Para o género Rhus, o maior da familia Anacardiaceae, apresenta-se rica em
flavonoides como os compostos biflavonoides, robustaflavona, rhusflavona, entre outros. Para
o género Mangifera destacam-se os flavonodides catequina e epicatequina, galatos de alquila.
J& para o género Anacardium, que tem como representante o cajueiro, com flavondides
isolados como a quercetina, mirecetina e o Kampferol. Para os géneros Tapirira e Lannea
observou-se a ocorréncia de lipideos fenolicos que ndo sdo usuais na familia. (CORREIA;

DAVID, P.; DAVID, M., 2006).
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Para o género Pistacia encontram-se os flavondides como a cianidina-3-galactosideo,
dihidroquercetina, taxifolina, fisetina e naringenina, kaempferol-3-glucosideo, entre outros.
No género Spondias encontra-se altos teores de alcaldides, flavonoides, taninos e saponinas.
Estudos com esse género se aplicam principalmente a investigacao dos constituintes do caule,
lugar onde ¢ produzida uma goma clara muito soliivel em agua rica em polissacarideos
(NJOKU; AKUMEFULA, 2007). No género Schinus alguns estudos relataram a presenca de
flavonoides quercetina, acido galico, isoquercitrina 6"-O-p-hidroxibenzoato, o-amirina
(MARZOUK, et al., 2006).

Algumas espécies desta familia sdo conhecidas por apresentarem boa madeira, outras
sdo empregadas na medicina popular como cicatrizante e antidiarréico devido a presenga de

taninos (ALMEIDA, 2013).

2.3.1 Myracrodruon urundeuva Fr. Allemao

A Mpyracrodruon urundeuva Fr. Allemdo pertencente a familia Anacardiaceae, ¢
conhecida vulgarmente no Brasil por aroeira, aroeira-preta, aroeira do cerrado, aroeira do
sertdo, gibao, urundeuva entre outros (Figura 1). O nome aroeira comumente utilizado vem
de arara e da terminagdo eira, significando "arvore da arara", devido a preferéncia desta ave
posar e viver nesta arvore. Na Caatinga esta arvore atinge de 5 a 20 m de altura e cerca de 30
a 60 cm de DAP, geralmente possui tronco curto, copa irregular, cascas asperas com
espessura de até 15 mm e colorag@o externa castanho-escura, nas arvores adultas apresentam
placas escamiformes subdivididas, nas arvores jovens apresentam cascas lisas e cinzentas

com casca interna vermelha (CARVALHO, 2003).
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Figura 1: Aroeira-do-sertdo em habitat natural.

Fonte: D. P. D. Silva, 2017 (Serra Branca, 2017).

A sua distribuicdo geografica ocorre de forma natural no extremo noroeste da
Argentina, no sul e leste da Bolivia e no Paraguai. No Brasil a sua ocorréncia natural se da
nos estados do Ceara e Sao Paulo e estd presente nos seguintes estados: Alagoas, Bahia,
Ceard, Espirito Santo, Goias, Maranhdo, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais,
Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio de Janeiro, Rio Grande do Norte, Sergipe, Sdo Paulo,
Tocantins e Distrito Federal (CARVALHO, 2003). A ampla distribui¢ao geografica de uma
espécie ¢ um indicativo de que a mesma possa apresentar altos niveis de diversidade genética,
o que pode lhe conferir a capacidade de ocupar diferentes habitats (KAGEYAMA et al.,
2003).

A M. urundeuva Fr. Allemao apresenta madeira pardo-avermelhada, bastante dura e
imputrescivel e sabor adstringente. Devido as suas qualidades de resisténcia mecanica, alta
densidade e durabilidade, sua madeira ¢ bastante utilizada na industria civil, marcenaria e
carpintaria. Na sua casca estdo presentes taninos, sendo, portanto, utilizada na industria de

curtume (VIRGENS, 2009).
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A planta ¢ bastante conhecida na medicina popular devido as suas propriedades
farmacolodgicas, sendo considerada uma das principais plantas medicinais da regido Nordeste,
o seu extrato aquoso do caule (casca) ¢ bastante utilizado na forma de “banho-de-assento”
ap6s o parto. Indicada como anti-inflamatéria e cicatrizante no tratamento de ferimentos,
gastrites, Ulceras gastricas, vaginites e hemorroidas (FERNANDES, 2011).

Em todo o nordeste brasileiro a entrecasca seca da aroeira ¢ comercializada em feiras
livres como matéria prima para a producao de fitoterapicos como elixir e creme vaginal,
cosméticos (sabonetes e shampoos, entre outros) (AQUINO, 2017). Um levantamento
etnobotanico realizado no municipio de Serra da Raiz no agreste paraibano, regido do
Nordeste brasileiro, a espécie M. wurundeuva foi citada por 51 pessoas (89,5% dos
entrevistados) como favoravel ao combate de diversas enfermidades, sendo estas, problemas
estomacais, doencas do aparelho respiratorio, inflamagao e cicatrizante. As cascas e as folhas
sdo usadas em forma de decocgdes, maceragdes e garrafadas. O p6d das folhas secas ¢ utilizado
como antiinflamatdrio e cicatrizante. A M. urundeuva estd entre as plantas medicinais com
maiores indicagdes no combate a doencas (CORDEIRO; FELIX, 2014).

Lucena et al (2011) em estudo realizado em duas comunidades rurais no municipio de
Soledade — PB, os autores citam como principal uso da aroeira para fins madeireiros,
principalmente para construgdes rurais, destacando o uso na construgdo de cercas, visto que
sua madeira ¢ utilizada para fabricacdo de estaca e mourdo e na constru¢do doméstica, como
linhas de telhados de casas. H4 registros também do seu uso como combustivel para
fabricagdo de carvao e lenha. Registraram-se citagcdes do uso da Aroeira para fins medicinais
no tratamento de inflamag¢des em geral, inflamagdes do utero, da vagina, do intestino,
ferimentos externos, dores e como antibidtico. As partes utilizadas da planta citadas foram a
casca e entrecasca na forma de garrafada e banho de assento.

Como citado anteriormente, o uso dessa espécie predominantemente para fins
madeireiros, deve-se ao fato da sua madeira ser resistente ao apodrecimento e ao ataque de
cupins. A M. urundeuva por apresentar madeira de boa qualidade ndo so para a construcao de
cercas, mas também para a constru¢do de casas, bem como a retirada de cascas para atender a
demanda do mercado de fitoterapicos no mercado informal e feiras livres, a mesma foi ao
longo dos anos sendo dizimada da vegetagcdo nativa, o que a colocou em risco de extingao
(MAIA, 2004). Diante das inimeras finalidades de sua matéria prima houve um aumento na
exploragdo predatoria da aroeira-do-sertdo sendo esta entdo adicionada a lista do IBAMA das

espécies da caatinga nordestina com risco de extingdo (IBAMA, 1989).
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Visto a importancia econdmica da aroeira-do-sertdo para as populagdes do semiarido
nordestino ¢ necessario que o método de exploragdo seja repensado. Logo, como alternativa
para a exploragdao desenfreada, temos como ponto de partida o desenvolvimento de novas
metodologias para exploracdo dos compostos bioativos a partir de plantas cultivadas e para

isso € necessario a producdo de mudas de qualidade (CARDOSO et al., 2012).

2.4 Estudos quimicos e farmacolégicos da aroeira-do-sertao

Viana et al., (1997) em seu estudo observou que uma das principais atividades
biologicas do extrato hidroalcoolico das cascas de M. urundeuva foi a atividade anti-
inflamatoéria, confirmando assim o uso desta planta pela medicina popular no Nordeste
brasileiro no tratamento de inflamagdes do trato genitdrio feminino. Do extrato acetato de
etila foram isoladas duas fragdes, uma fragdo rica em chalconas diméricas e outra com tanino
catequina, visando explorar a atividade analgésica e antiinflamatoria, a fracdo de taninos foi
utilizada e apresentou efeitos antinociceptivos e anti-inflamatorios por meio de vdrios
modelos experimentais.

Um estudo pré-clinico farmacologico dos extratos hidroalcoolico, aquoso, e acetato de
etila a partir da entrecasca, mostraram-se significativos para o efeito antiulcerogénico, anti-
inflamatério e cicatrizante. O extrato aquoso apresentou baixa toxicidade quando
administrado por via oral em ratos, exceto em ratas prenhas quando administrado por longo
tempo. Tal resultado permitiu recomendar o uso oral como anti-inflamatdrio e cicatrizante no
tratamento de ferimentos da pele, nas gastrites, Ulcera gastrica, vaginites ¢ hemorrdidas
(BANDEIRA, 2002 apud AQUINO, 2017).

Viana, Bandeira e Matos (2003) em seu estudo fracionaram o extrato de acetato de
etila da entrecasca de M. urundeuva que apresentou uma fragao rica em chalconas e isolou
pela primeira vez trés chalconas diméricas denominadas Urundeuvina A, B e C. Bandeira,
Matos e Braz-Filho (2003) isolaram quatro chalconas diméricas da entrecasca de M.
urundeuva e identificou-as como urundeuvina A, urundeuvina B, urundeuvina C ¢ matosina

(Quadro 1). Essas chalconas apresentaram atividade anti-inflamatdria e efeito analgésico.
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Quadro 1: Estruturas das Chalconas encontradas na espécie de M. urundeuva.

Chalconas diméricas

Referéncia

OH

OH

Urundeuvina A

OH

HO

@)

HO

HO

OH

Urundeuvina B

OH

(VIANA; BANDEIRA;
MATOS, 2003).
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OH

HO

HO

OH

Urundeuvina C

OH

OH

OH

Matosina

(BANDEIRA; MATOS;
BRAZ-FILHO, 2003)

Nobre-Junior (2005) estudou o efeito citoprotetor da fragdo enriquecida com chalconas

diméricas urundeuvinas A, B, e C em cultura primaria de células mesencefalicas de ratos




27

expostas a neurotoxina 6-hidroxidopamina (6-OHDA), os resultados mostraram que a fragao
enriquecida com chalconas reduziu significativamente a morte celular induzida pela 6-OHDA,
além de previnir a peroxidagao lipidica e o aumento de nitrito, demonstrando dessa forma
atividade antiapoptdtica e prevengdo a necrose causada por 6-OHDA. Tais atividades
mostram que a atuacao neuroprotetora destes compostos de deva a agdo antioxidante.

De acordo com comprovado por meio do efeito protetor da mucosa gastrica em ratos
contra ulceragdes induzidas por estresse de imobilizacdo a baixa temperatura. O efeito
antiulcerogénico foi acompanhado pelo aumento no volume e no pH (Potencial
Hidrogenionico) do suco gastrico e pela reducao do sangramento. Tais resultados refor¢am o
uso popular das cascas da aroeira-do-sertao.

Chalconas foram isoladas do extrato das cascas de M. urundeuva e avaliadas quanto a
sua atividade antialérgica e anti-inflamatoria. Os autores concluiram que as chalconas isoladas
da aroeira-do-sertdo apresentaram acdo antialérgica e antiinflamatoria podendo ser utilizada
como alternativa para terapéutica em varios processos inflamatorios, uma vez que apresentou
acdo antioxidante e inibi¢do da liberagdao de mieloperoxidase, um importante marcador
inflamatério (CABRAL, 2014).

O efeito inibitorio indutivo do Oleo essencial das folhas de Myracrodruon urundeuva
(MuEO) foi avaliado contra promastigote de Leishmania amazonensis e observou-se uma
diminuicado significativa dependente da concentracdo na viabilidade do parasito, apresentando
100% de inibi¢do no crescimento das promastigotes nas concentracdes de 400 e 800 mg/mL.
Foram observadas alteragdes morfoldgicas nas culturas de promastigotas tratadas com MuEo,
como arredondamento celular caracteristico de lise celular sugerindo atividade leishmanicida
para MuEO. O B-mirceno, um monoterpeno, principal constituinte quimico identificado por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas no MuEO apresenta atividade
leishmanicida corroborando com dados ja relatados na literatura (CARVALHO et al. 2017).

As folhas da Aroeira foram analisadas em diferentes épocas do ano no estado do Ceara
e posteriormente em diferentes estados do Nordeste, sendo eles Ceara, Rio Grande do Norte,
Bahia, Pernambuco, Paraiba e Piaui, visando a identificacdo dos seus componentes volateis.
Utilizando técnica de RMN (Ressonancia Magnética Nuclear) e dados na literatura o autor
identificou os componentes como sendo monoterpenos (Z) - /4-ocimeno e A’-careno, sendo
estes freqiientemente encontrados nos 6leos essenciais, além de Limoneno, mirceno, a-pineno

e (E)-f-Ocimeno (AQUINO, 2013). Estes componentes podem ser observados no Quadro 2.
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Quadro 2: Estruturas dos 6leos essenciais encontradas nas folhas de M. urundeuva.

Oleos essenciais

P =

A’-careno (Z) - p-ocimeno

Limoneno Mirceno

7

X
Z

0-pineno

(E)- £-Ocimeno

A madeira da aroeira-do-sertdo ¢ conhecida por suas propriedades densas, elasticas
bem como resistente a microrganismos e cupins, diante disso foram realizados estudos
visando avaliar sua atividade antimicrobiana contra fungos e bacterias. Deste modo, isolou-se

uma lectina do cerne da planta que foi capaz de inibir bacterias Gram-negativas ¢ Gram-
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positivas além de inibir o crescimento de um fungo patogénico, mostrando-se mais eficaz que
um fungicida conhecido, Cercobina, ressaltando assim o seu poder antimicrobiano (AQUINO,
2017).

Paes et al., (2009) em seu estudo mostrou que o cerne da aroeira-do-sertdo apresenta
melhor resisténcia contra o ataque de fungos que atacam madeira quando comparada a
algaroba, angico vermelho, brauna, craibeira, cassia, cumaru, pau-d’arco e pereiro, estando
esta resisténcia associada a sua densidade e a quantidade de substancias extraidas em agua
quente. A grande quantidade de compostos fenolicos presentes na casca da aroeira-do-sertao
faz da sua madeira um componente muito rico em metabolitos secunddrios que podem estar
associados a lignina responsavel por sua alta resisténcia natural a degradagdo biologica e
quimica (QUEIROZ; MORALIS; NASCIMENTO, 2002).

Um estudo realizado por Alves et al., (2009) avaliou o extrato hidroalcoolico da
aroeira-do-sertdo e observou a atividade bacteriostitica e bactericida sobre cepas de
Streptococcus mutans, S. mitis, S. sobrinus, S. sanguis e Lactobacillus casei, bem como pode
observar sua a¢do antifungica sobre Cdndida albicans, C. tropicalis e C. krusei, corroborando
sua ac¢ao antifungica com o seu uso na medicina popular para o tratamento de infec¢des na

regido da genitalia feminina.

2.5 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos também chamados de polifendis estio amplamente difundidos
na natureza e constituem grande parte das plantas apresentando importancia fisiologica. Por
ter ampla propriedade fisiologica possuem propriedades antialérgicas, antiinflamatoria,
antimicrobiana, antioxidante, entre outros (VEGGI, 2013). Tais compostos possuem duas
rotas biogenéticas, sendo sintetizados pela via do acido chiquimico por meio de carboidratos
ou pela via do mevalonato por meio do Acetil-CoA e malonil-CoA. Nas plantas cerca de 60%
dos compostos fendlicos provém da via do 4cido chiquimico e 40% sdo derivados da via do
mevalonato (DEWICK, 2009).

Os fenolicos presentes nas plantas sdo de fundamental importdncia para o seu
crescimento e reproducao, além de atuarem como agentes antipatogénicos, estes sao formados
em decorréncia de condi¢des de estresse, tais como radiacdo UV, infeccdes, ferimentos,

estresse hidrico, entre outros. Nos alimentos conferem cor, adstringéncia e aroma. Estdo
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presentes em frutas como limao, laranja, uva, maca, sdo encontrados também em pimentas,
alhos e cebolas (ANGELO E JORGE, 2007).

Quimicamente sao classificados de acordo com o esqueleto principal (C6) formado
por anel aromatico com um ou mais substituintes hidroxilicos ou metoxilicos na molécula e
grupos funcionais. Por possuirem estrutura varidvel, existem cerca de cinco mil fendis,
destacando-se os flavondides, acidos fenolicos, fendis simples, taninos, cumarinas, ligninas,
entre outros (ANGELO E JORGE, 2007).

Alguns compostos fendlicos se apresentam na sua forma livre na natureza ou ligados a
acucares e proteinas. Podem ser classificados como pouco distribuidos na natureza, como
amplamente distribuidos na natureza e como polimeros. Os compostos pouco distribuidos,
embora sejam encontrados com maior freqiiéncia, estdo os fenodis simples como a
hidroquinona e pirocatecol, também estando presentes neste grupo os aldeidos derivados do
acido benzdico que constituem os Oleos essenciais. Para os amplamente distribuidos estdo os
compostos fendlicos podendo estar divididos em dois grupos: os flavonoides e seus derivados
e os acidos fenolicos (acido benzodico, cinamico) e cumarinas. E para os compostos que nao se
apresentam na forma livre estando presente na forma de polimeros, estdo os taninos e as
ligninas (SOARES, 2002).

Atualmente os compostos fendlicos estdo presentes no nosso dia-a-dia como parte da
nossa dieta, estes estdo associados promovendo melhoras na saude por meio da redugdo do
peso corporal, diminui¢gdes dos niveis de agucar no sangue e proporcionando ainda atividade
antioxidante, sendo este o beneficio mais requisitado de derivados de compostos fenolicos

(VEGGI, 2013).

2.5.1 Compostos fendlicos como antioxidantes

A oxidagdo em sistemas biologicos se da devido a acdo de radicais livres no
organismo. Tais moléculas possuem um elétron isolado, que se encontra livre para se ligar a
qualquer outro elétron, logo, sdo muito reativas. Elas podem ser geradas por fontes exdgenas
ou enddgenas. As fontes exdgenas que geram radicais livres sdo poluicdo do ar, tabaco,
pesticidas, radiagdes e solventes. Enquanto as fontes enddgenas sdao aquelas que tém origem
nos processos biolodgicos que acontece naturalmente no organismo como, por exemplo,
processos respiratorios, atividades de oxidases, presenca de metais no interior das células

(SOARES, 2002).
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Nos processos bioldgicos ha a formacdo de uma variedade de radicais livres, os
principais sdo: radicais do oxigénio ou (ERO) sendo eles radicais hidroxilo (HO"), superoxido
(027), Peroxido de hidrogénio (H,0,), radicais de nitrogénio, sendo 6xido nitrico (NO")
(JORDAO, 2016). As ERO por possuirem um par de elétrons na ultima camada de valéncia
atacam as biomoléculas como proteinas, acidos nucléicos e lipidios (NEGRI; POSSAMALI;
NAKASHIMA, 2009). Estes radicais causam alteragdes agindo sobre os componentes
celulares, podendo ainda alterar suas func¢des celulares, provocar modificagdes em proteinas,
reagir com acidos nucléicos ocasionando mudancas no DNA que acarretam em aberragdes
cromossomicas (SOARES, 2002).

O balanceamento entre as defesas antioxidantes e a producdo de espécies reativas ¢
que vai determinar como O processo se comportard no corpo, se o sistema de defesa
antioxidante do nosso organismo agir de forma eficiente e a producdo de ERO se mantiverem
nos niveis controlaveis fisiologicamente falando, entdo, a homeostase ¢ mantida. No entanto,
se a producdo de ERO foi muito alta e o nosso sistema de defesa agir de forma ineficiente
ocorrera o estresse oxidativo (VASCONCELOS; SILVA; GOULART, 2006).

Processos como regulagdo do crescimento, producdo de energia, sinalizagdo
intracelular, produ¢do de substancias, fagocitose levam a formagdo de radicais livres.
Normalmente o nosso organismo quando exposto a altas quantidades dessas substincias
realizam um contrabalango por meio de sistemas antioxidantes, no entanto em excesso estes
radicais causam danos ao organismo favorecendo o surgimento de doencas cardiovasculares,
inflamagdes, tumores malignos, além de causar o envelhecimento precoce. Portanto para se
proteger, o organismo dispde de um sistema antioxidante como, por exemplo, vitamina A, E,
e C e produtos naturais como carotendides, flavonodides e polifenois para se proteger dos
efeitos dos radicais livres (SILVA et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2009).

Alguns estudos mostram que uma dieta balanceada, rica em verduras e frutas esta
relacionada com uma melhor qualidade de vida e conseqiientemente com menos incidéncia de
doencgas degenerativas e cronicas. O principal fator relacionado a prote¢do conferida por estes
alimentos atribui-se, em grande parte, a presenca dos compostos antioxidantes, destacando-se
os compostos fenolicos (ZIBADI et al, 2007; OLIVEIRA et al, 2009). Os compostos
fenolicos t€m despertado interesse justamente por atuarem como captadores de radicais livres
e por diminuir ou impedir o estresse oxidativo ocasionado pelos radicais livres (NEGRI;
POSSAMAIL NAKASHIMA, 2009).

Antioxidantes referem-se as substancias capazes de diminuir ou impedir os danos

oxidativos causados pelos radicais livres, inibir a oxidagdo de moléculas simples até
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polimeros e sistemas complexos (SOARES, 2002). Podem ser classificados em enzimaticos e
ndo-enzimdaticos. O enzimatico ¢ composto de enzimas Superdéxido Dismutase (SOD),
Catalase (Cat) e Glutationa Peroxidase (GPx). Enquanto o ndo-enzimatico ¢ representado por
vitaminas, carotenoides, flavonodides, entre outros (FRANCA et al., 2012).

A inibi¢do da oxidacdo se d4 por meio de dois mecanismos: um age inibindo a
formagao de radicais livres por meio da inibicdo da enzima responsavel pela geracdo de
espécies reativas de oxigénio, o outro mecanismo envolve a eliminacao dos radicais por meio
da doacdo de hidrogénios a estas moléculas transformando os radicais em substancias estaveis
(SOARES, 2002; OLIVEIRA et al., 2009). Os compostos fenolicos e seus derivados sdo
eficazes nos processos de prevengdo e oxidacao lipidica, no entanto, poucos sdo liberados
para consumo como alimentos visto a sua toxicidade (SHARIDI et al., 1992).

Diversos estudos tém como objetivo investigar o potencial antioxidante de compostos
fenolicos visando a substitui¢do dos antioxidantes sintéticos que sdo amplamente utilizados
em alimentos para conservacdo e aumento da vida util destes (SOARES, 2002). A utilizacao
de tais antioxidantes sintéticos tem sido limitada devido ao seu potencial carcinogénico, além
do aumento de peso do figado (DEGASPARI; WASZCZYNSKY]J, 2004). Em um estudo
realizado com extratos de cascas de batata observou-se que os compostos fenolicos acidos
clorogénico, gélico, protocatequinico e caféico mostraram atividade antioxidante semelhante
ao BHA (hidroxianisol butilado), um antioxidante sintético (RODRIGUEZ DE SOTILLO;
HADLEY; HOLM, 1994).

2.5.2 Taninos

Os taninos sdo compostos de grande interesse econdmico e ecoldgico sendo bastante
utilizado no curtimento de couro devido a sua capacidade de reagir com proteinas, neste
processo o tanino ¢ absorvido protegendo a pele contra a putrefagdo e transformando-a em
pele (SILVEIRA, 2015). Apresentam solubilidade em 4gua justamente por ndo ser encontrado
na sua forma livre e sim sob forma de ésteres ou heterosideos. Possuem alto peso molecular
entre 500 e 3000 Dalton. Sdo responsaveis pela adstringéncia de muitos frutos e produtos
vegetais devido a precipitagdo que causam nas glucoproteinas salivares ocasionando perda do
poder lubrificante (MONTEIRO et al., 2005a).

Os taninos sdo classificados de acordo com sua estrutura: taninos hidrolisaveis e

taninos condensados. Os taninos hidrolizdveis (Figura 2) sdo encontrados em dicotiledoneas
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herbaceas e lenhosas, possui um nucleo central de glicose esterificado com acidos galicos e
acidos elagicos e sao facilmente hidrolisados com bases, acidos ou enzimas (SOARES, 2002;

MONTEIRO et al., 2005a; ARAUJO, 2008; OLIVEIRA, 2012).

Figura 2: Estrutura quimica de um tanino hidrolisavel.
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Fonte: OLIVEIRA, 2012.

Os taninos condensados ou sendo denominados de proantocianidinas (Figura 3) por
produzir pigmentos avermelhados da classe das antocianidinas (ALMEIDA, 2013). Ocorrem
mais amplamente em gimnospermas e angiospermas, sao polimeros de flavan-3-ol (catequina)
e/ou flavan-3,4-diol (epicatequina) unidas por ligacdes carbono-carbono e ndo sdo facilmente
hidrolisdveis por acidos e enzimas (SOARES, 2002; MONTEIRO et al., 2005a; ARAUJO,
2008; OLIVEIRA, 2012).
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Figura 3: Estrutura quimica de um tanino condensado.

Fonte: OLIVEIRA, 2012.

Acredita-se que a produgdo de metabolitos secundarios nas plantas estd diretamente
relacionada a fatores edaficos e a indices pluviométricos, sendo as caracteristicas biométricas
(altura total e diametro) dos individuos um fator que ndo esta diretamente relacionado com a
presenca destes metabolitos (JACOBSON et al., 2005; MONTEIRO et al., 2005b; 2006).

Ao estudar duas espécies de plantas usadas na medicina popular (Anadenanthera
colubrina e Myracrodruon urundeuva) em comunidades rurais da Caatinga Monteiro et al.,
(2005b) observou que nao ocorre variagao na quantidade de taninos intra-especificamente, em
relagcdo a cascas e folhas, e entre as espécies estudadas. O mesmo observou também que nao
ha diferenga entre as quantidades de fenois totais nas cascas de A. colubrina e M. urundeuva.
Fatores sazonais parecem estar relacionados a presenga destes metabolitos de acordo com a
disponibilidade pluviométrica, as folhas e cascas A. colubrina e M. urundeuva apresentaram
maiores teores de taninos no periodo chuvoso (MONTEIRO et al., 2006).

Ultimamente os taninos vém sendo alvo de diversos estudos com abordagens
ecoldgicas entre vegetais e herbivoros, sugerindo-se que os teores de taninos podem diminuir
a taxa de predagdo por se tratarem de serem impalataveis, afastando seus predadores naturais.
Algumas pesquisas sobre atividade biologica dos taninos evidenciaram a sua importante agao
contra determinados microrganismos (SCALBERT, 1991; MONTEIRO et al., 2005a).

A sensacdo de adstringéncia gerada por sucos de frutas, vinhos, chés e outras bebidas
esta relacionada, em grande parte, aos taninos, devido a precipitacdo de proteinas ricas em

prolina que estdo presentes na saliva, levando a perda do poder lubrificante (ALMEIDA,
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2013). De acordo com Almeita et al., (1995) espécies com caracteristicas adstringentes se
demonstram eficazes para o tratamento de diarréias, diminuindo desta forma o peristaltismo
com o auxilio da precipitacdo das proteinas dos enterocitos. A presenga de taninos em
Phyllanthus amarus Schumach & Thonn est4 relacionada com a atividade antioxidante desta
espécie que atua com ac¢do anti-inflamatoria e inibindo lesdes gastricas (RAPHAEL;
KUTTAN, 2003).

Uma fracdo enriquecida de taninos isoladas das cascas do caule de M. urundeuva foi
investigada para avaliar a sua atividade anti-inflamatoria e antiulcerogénica por meio de testes
de formalina em camundongos e edema da pata induzido por carregenina e modelos de ulcera
géstrica em ratos. Os resultados mostraram que a fragdo enriquecida de taninos apresentou
inibicao nas duas fases do teste de formalina, sendo o efeito mais significativo na segunda
fase do teste com inibi¢des de 47, 76 e 85% com doses de 5, 10 e 50 mg/Kg, respectivamente,
administradas intraperitonial (i.p). No teste de edema da pata observou-se inibi¢des de 44% as
3h e 28% as 4h com dose de 10 mg/Kg i.p. As ulceragdes gastricas foram reduzidas em 37,
43, e 57% com doses de 10, 20 ¢ 50 mg/Kg. Demonstrando desta forma, seu efeito anti-
inflamatoério e antiulcerogénico (SOUZA et al., 2007).

Cerca de 25% dos géneros da familia Anacardiaceae sdo conhecidas por sua
toxicidade e por causarem dermatite de contato severa. A dermatite de contato ¢ ocasionada
devido a presenca de componentes fenolicos, tais como os taninos (CORREIA; DAVID, P.;
DAVID, M., 2006).

Algumas plantas fazem uso de estratégias quimicas para dominar o ambiente onde
vivem por meio da producdo de compostos aleloquimicos, estes quando liberados no meio
exercem forte influéncia sobre outras espécies que ali vivem reprimindo o desenvolvimento
destas, a chamada alelopatia. As interferéncias causadas pela alelopatia raramente sdo
ocasionadas por apenas uma Unica substancia ¢ a atuagao dos compostos alelopaticos ndo €
especifica e sim afeta varias fungdes, como a assimilacdo de nutrientes, sintese de proteinas,
respiracio, crescimento e atividade enzimatica (SA, 2008).

O extrato bruto das folhas de M. urundeuva foi utilizado em ensaios de germinagao de
sementes de sorgo (monocotiledonea) e pepino (dicotiledonea) e apresentou forte potencial de
inibi¢do no desenvolvimento das sementes. O extrato de metanol (MeOH) foi responsavel por
provocar inibi¢do no desenvolvimento de todas as sementes, portanto, por apresentar melhor
resultado fitotdxico, o extrato foi submetido a purificacdo resultando na caracterizacao de

compostos como o acido galico e galato de metila (SILVEIRA, 2015).
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Taninos quando aplicados em drogas estdo relacionados com as propriedades
adstringentes, anti-séptica, antidiarréica. Quando precipitam proteinas propiciam o efeito
antimicrobiano e antifungico (MONTEIRO et al., 2005a). Por ter a habilidade de se ligar a
proteinas e outras moléculas grandes, provavelmente, os taninos apresentam atividades
toxicas. Segundo Ayres et al, (1997) em seu estudo observou que insetos tratados com
taninos condensados morreram rapidamente, sugere-se que tal mortalidade foi devido a
atividade toxica dos taninos.

Outro aspecto sobre os taninos ¢ que eles sao considerados indesejaveis na nutri¢ao
pelo fato de precipitarem proteinas, além de inibir enzimas responsaveis pela digestdo, afetar
a utilizag¢do de vitaminas e ainda altas concentragdes levar ao desenvolvimento de cancer de
esofago e bochecha (CHUNG; WEI; JOHNSON, 1998). Chung et al.,(1998) observaram eu
seu estudo que o acido tanico causa necrose hepatica em humanos e animais, uma dose
subcutanea de 700 mg/kg de 4cido tanico administrada em camundongos ocasionou a quebra
de poliribossomas no figado e a inibicdo da incorpora¢do de aminoacidos nas proteinas do
figado, causando desta forma danos no figado. Este mesmo autor sugere que os taninos
parecem ter efeito duplo, beneficiando a saude com seu efeito de atividade antimicrobiana,
por outro lado estdo envolvidos no desenvolvimento de cancer, hepatoxicidade e efeito

antinutricionais.

2.5.3 Flavonoides

Os flavonoides e nao flavondides compreendem um grupo de compostos fendlicos
amplamente distribuidos em frutas como a maga, uva, em vegetais, em bebidas como cafg,
cervejas e vinhos tintos e principalmente chas. A estrutura basica (Figura 4) de um
flavonodide, C6C3C6, contém um nucleo flavona constituida de anel benzénico A e B ligados

por meio de do anel pirona C (SILVA, 2012).
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Figura 4: Estrutura basica de um flavondide.
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Fonte: SILVA, 2012.

A diversidade estrutural dos flavonodides se deve ao nivel de oxidagdo e variagcdes no
esqueleto basico de carbono por meio de reagdes de alquilagdo, oligomerizacao e glicosilagdao
(TAHARA, 2007). Os flavondides se encontram na forma de agliconas, glicosideos,
derivados acilados ou metilados. Quando o anel central ¢ modificado os flavondides se
diferenciam entdo em subclasses, como, flavonois, flavonas, flavanonas, isoflavonas,

chalconas, catequinas e antocianidinas (VEITCH; GRAYER, 2008; GRAHAM, 1992).

Figura 5: Estruturas dos flavonoides mais encontrados. A: Catequina; B: Antocianinas.

Fonte: SILVA, 2010.

Na classe dos nao-flavondis estdo os derivados do 4acido hidroxicindmico e
hidroxibenzdico. Os principais compostos nao-flavonois derivados do acido hidroxicinamico
sdo o acido caféico, cumarico e feralico presentes em magas, péra e entre outros alimentos. Ja
os derivados do acido hidroxibenzoico estdo os acidos galico, elagico, protocatéico e vanilico

encontrados na uva, morango, laranja e limao (SILVA et al., 2010).
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Figura 6: Estrutura dos nao-flavonoides. A: acido hidroxicindmico; B: acido hidroxibenzdico.

A B
CO,H CH,CO,H

Fonte: SILVA, 2010.

Os flavondides possuem em sua estrutura grupos de hidroxila com propriedades
quelantes do ferro e outros metais, conferindo assim aos flavondides propriedades
antioxidantes. Além do conhecido poder antioxidante, os flavonoides desempenham papel na
regulagdo do crescimento celular, inducdo de enzimas de desintoxicagdo, entre outras

(MARTINEZ-FLORES et al., 2002).

A acdo anti-inflamatoria conferida pelos flavonoides ocorre por meio da modulacao
destes em células envolvidas com o processo de inflamacdo, tais como, inibindo a
proliferacdo dos linfocitos T, modulando a atividade das enzimas da via do dacido
araquidonico, tais como fosfolipase A2, inibindo a producdo de citocinas pro-
inflamatorias (por exemplo, fator de necrose tumoral alfa (TNF-o)-inflamatorias tais como o

6xido nitrico, a 6xido nitrico sintase induzida (iNOS) (LOPEZ-POSADAS et al., 2008).

Alguns estudos relatam as agdes anti-inflamatérias dos flavonodides. A quercetina e o
Kaempferol, dois flavondides com ampla distribuicdo vegetal apresentam uma significativa
acdo anti-inflamatdria que pode ser atribuida a inibi¢do das enzimas fosfolipases A, (PLA;),
lipo-oxigenase, ciclo-oxigenase e inibicdo da producao de 6xido nitrico, através da modulagao

da enzima iNOS (YOON; BAEK, 2005).

Os flavonoides isoquercetrina e quercetina foram estudados quanto a inflamacao das
vias aéreas, ao ser administrado por via parenteral em camundongos ambos 0s compostos
reduziram o recrutamento de eosindfilos e a formacao de leucotrienos que estdo envolvidos na
indugdo da broncoconstrigdo em modelos de asmas induzida, apresentando assim potencial

promissor para o tratamento de contra a asma (CLAVIN et al., 2007).
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Outra atividade atribuida aos flavonodides € o seu potencial anticancerigeno, Jankun et
al.,, (1997) em seu estudo com o flavonodide catequina que estd presente em grande quantidade
em chds. As células cancerigenas humanas necessitam de enzimas proteoliticas, como a
uroquinase, para poder invadir as células e ocasionar a metastase. A inibi¢ao provocada pela
epigalocatequina-3-galato (EGCG) nas uroquinases diminuiu o tamanho de tumores em
camundongos. O EGCG ainda ¢ capaz de suprimir a formag¢do de novos vasos (angiogénese),
processo este de fundamental importancia para irrigacdo sanguinea do tumor e

consequentemente o seu crescimento e metastase.

Uma quercitrina isolada de Euphorbia hirta (Euphorbiaceae) apresentou atividade
antimicrobiana e foram utilizadas para tratar varios tipos de infec¢des bacterianas, entre elas
diarréias infecciosas (HARBONE; WILLIAMS, 2000). Uma das fungdes dos flavondides €
promover a protecdo das contra microrganismos, visto isto, devido a sua capacidade de inibir
a germinagdo de esporos patogé€nicos nas plantas propos-se entdo utiliza-los também contra

patogenos humanos

2.5.3.1 Chalconas

As chalconas sdo caracterizadas pela abertura do anel C em que os outros dois anéis
aromaticos sdo unidos por um sistema de trés carbonas a, B- insaturadas com nucleo
fundamental 1,3-diarilpropano modificado pela presenca de uma ligacdo olefinica, de um
grupamento de cetona e/ou um grupo hidroxila (Figura 7) (AVILA et al., 2008). Sio
precursores da rota biosintética dos flavonoides, apresenta pigmentacdo amarela que passa
para o vermelho em meio alcalino, sendo encontrada em diferentes partes, principalmente nas
flores. Esta substancia tem papel fundamental na polinizagdo por proporcionar coloragao

amarela aos vegetais (BRAVO, 1998).
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Figura 7: Nucleo fundamental das chalconas.

Fonte: BRAVO, 1998.

As chalconas e seus derivados vém apresentando grande interesse quimico e
farmacoldgico devido a diversidade de atividade farmacolégicas que apresentam e por ter
estrutura relativamente simples (NI; MENG; SIKORSKI, 2004). Entre as atividades que
apresentam pode-se citar a atividade anti-inflamatdria, antinociceptiva (VIANA et al., 2003).
As possibilidades de substituigdes dos anéis aromaticos das chalconas ¢ o que permite as
inimeras atividades atribuidas as mesmas (CORDEIRO, 2010).

A chalcona 3,4-diclorochalcona presente na fragdo isolada de Myracrodruon
urundeuva com efeito potente sobre a dor inflamatéria (CORREA et al., 2001). Outra
chalcona a 4-dimetilamino-3’,4’-dimetoxichalcona apresentou efeito inibitério sobre edema
da pata induzido por carragenina, alem disso inibiu a migracdo e a liberagdo de TNF-o em

camundongos (HERENCIA et al., 2001).

Alguns trabalhos demonstram a atividade antimicrobiana das chalconas, a
retrochalcona licochalcona C apresentou atividade antibacteriana contra cepas de
Staphylococcus aureus (HARAGUCHI et al,, 1998). O extrato diclorometano das folhas de
Myrica cerrata foi submetido a um fracionamento que resultou no isolamento de duas
chalconas: a 2’-4’-dihidroxi-6’-metoxi-3’-5’-dimetilchalcona e a 2’-4’-dihidroxi-6’-metoxi-
5’-metilchalcona que demonstraram inibi¢do do crescimento de Cladosporium cucumerinum

(GAFNER et al.,, 1996).

Algumas chalconas tem sido relatadas pelas suas propriedades antitumorais e
quimioprotetoras, como ¢ o caso das chalconas 4,2°,6’— trihidroxi- 4’- metoxidihidrochalcona,

a 2’, 6’- dihidroxi-4’-metoxidihidrochalcona e a 2’, 4’-diacetoxichalcona isoladas das partes
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acéreas de Ononis natrix ssp. Ramosissima, uma leguminosa. Estas chalconas apresentaram
efeito moderado na atividdae citotoxica contra leucemia murina, carcinoma de pulmio e
cancer do colon humano. Sendo a chalcona 2’,6’-diacetoxi-4,4’-dimetoxidihidrochalcona o
composto que apresentou efeito mais potente contra células da linhagem de células murina

(KIMURA, 2005).

2.5.4 Métodos Espectrofotométricos

A capacidade antioxidante de compostos bioativos presentes nos vegetais e alimentos
dependem da sua estrutura e concentracdo. A quantidade do componente com propriedade
antioxidante esta relacionada e sofre influencias do ambiente, de fatores genéticos, do tipo de
planta e do seu grau de maturagdo, além do que tal capacidade pode ser influenciada ainda
pela técnica de extracao utilizada, pelo solvente e pelo tipo de substrato utilizado no ensaio
(MOURE et al., 2001).

Existem varios métodos para avaliacdo da atividade antioxidante, dentre eles estdo os
métodos indiretos como o método com o reagente Folin-Ciocalteu e o método da redugdo do
radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila), sendo este ultimo o mais utilizado e sugerido
para avaliagdo da atividade antioxidante de alimentos e amostras vegetais. Os ensaios
indiretos sdo caracterizados por uma reagdo de oxidacdo-redugdo entre o oxidante e o
antioxidante e baseiam-se pela seguinte reagdo: o oxidante ao sofre redugdo pelo antioxidante
muda sua coloragao, sendo esta mudanga de cor proporcional a atividade ou concentracao do
antioxidante (TOMEI; SALVADOR, 2007).

O mecanismo do DPPH se baseia na capacidade que o mesmo possui em reagir com
doadores de hidrogénio. Quando esta na presenca de antioxidantes, o mesmo recebe H' e
entdo sofre reducdo sendo facilmente detectado por espectroscopia visto a sua intensa
absor¢ao na regido visivel (SANCHEZ-MORENO, 2002).

Na capacidade antioxidante frente o radical DPPH de coloragdo purpura e com
absor¢do de luz num comprimento de onda de 516 nm. Devido a agdo de um agente
antioxidante o DPPH sofre reducdo formando o produto 2,2-difenilpicril-hidrazina (DPPH-H)
(Figura 8) ocasionando uma mudanca na coloracao de violeta para amarela que € proporcional
a concentra¢do da substancia redutora presente na amostra vegetal, e conseqlientemente perda

da banda de absor¢do observada pelo decréscimo dos valores de absorbancia (OLIVEIRA et
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al., 2009).0s resultados para esse tipo de método ¢ representado em Clsp ou seja, a
concentracio de antioxidante necessaria para reduzir em 50% o radical DPPH. E importante
ressaltar que, quanto menos o valor da Clsy maior serd a capacidade antioxidante ou poder

antiradical da amostra (NEGRI; POSSAMAI; NAKASHIMA, 2009).

Figura 8: Exemplo da redu¢cdo do DPPH frente ao antioxidante BHT (Hidroxitolueno butilado).

@ @ @NO
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Fonte: OLIVEIRA et al., 2009.

A quantificacio de fenolicos totais tem sido desenvolvida por varios métodos
espectrofotométricos. Um deles o Folin Ciocalteu mais conhecido e usualmente empregado na
determinagdo de fenolicos presentes em vegetais. Foi desenvolvido por Singleton e
colaboradores em 1965 e s6 entdo em 1999 foi padronizado para a quantificagdo de fendis
totais (SINGLETON; ORTHOFER; LAMUELA-RAVENTOS, 1999).

O Reagente de Folin-Ciocalteu (RFC) consiste de uma mistura de acido
fosfomolibdénio e acido fosfotungsténio (Na,Mo00O,.2H,0), em que o molibdénio se encontra
no seu estado de oxidac¢do apresentando cor amarela, no entanto, quando se encontra na
presenga de agentes redutores como os compostos fenolicos, estes sdo energicamente
oxidados e forma O, que ao reagir com os acidos formam compostos com forte absor¢do no
comprimento de onda préximo de 765 nm, tornando-se azuis pela formacao do complexo
molibdénio-tungsténio [(PMoW;;04)*]. A coloracio permite inferir a concentracio das
substancias redutoras e os fendlicos sdo expressos em acido galico equivalente (OLIVEIRA et
al., 2009; TOMEIL SALVADOR, 2007).

De acordo com a figura 9, pode-se observar a desprotonagdo dos compostos fendlicos
em meio basico, neste caso, um padrdo de acido galico, gerando anions fenolatos e entdo
inicia-se uma reagdo de oxi-redu¢do entre o anion e o reagente Folin-Ciocalteu, que de acordo
com Singleton e colaboradores (1999) o molibdénio que estd presente no RFC sofre reducao e

muda de cor
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Figura 9: Representacao do acido galico com o molibdénio, presente na mistura de Folin-Ciocalteu.

COOH COO
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Fonte: OLIVEIRA et al., 2009.

Uma espécie da familia Anacardiaceae, Spondias sp., largamente utilizada na medicina
popular no Nordeste em processos inflamatdrios, foi estudada quanto a sua propriedade
antioxidante e anti-inflamatoria utilizando o Extrato Metanolico (SEM) e uma fragao tica em
flavonoides (FRF). A atividade antioxidante foi realizada in vivo pelo método do DPPH e os
resultados mostraram que os extratos das folhas foram andlogos ao observado por um
antioxidante de referéncia (BHT). Tal capacidade acredita-se esta relacionada com a presenca

de polifendis e flavondides (SILVA, 2012).

Degaspari, Waszczynskyj e Santos (2004) em seu estudo analisaram a atividade
antioxidante dos extratos aquoso e alcodlico dos frutos da Schinus terebenthifolius Raddi,
conhecida popularmente como aroeira-vermelha, diretamente ligada a quantidade de
compostos fenolicos existentes nestes extratos. Os frutos apresentaram um teor de compostos
fenolicos intermedidrio. Para o extrato alcoolico observaram a presenga de apigenina, uma
flavona, e também de acido elagico, enquanto que para o extrato aquoso encontraram a
naringina, uma flavanona. Os resultados de atividade antioxidante para ambos os extratos
foram considerados bons quando comparados com BHT (butil-hidroxi-tolueno) e BHA (butil-

hidroxi-anisol).

Os extratos etandlicos das cascas, caules e folhas obtidos por extragdo com soxhlet e
por maceracao de M. urundeuva (aroeira preta) e S. terebinthifolius (aroeira vermelha) foram
avaliados quanto a sua atividade antioxidante, os resultados mostraram que ndao houve

diferenca significativa da porcentagem de atividade antioxidante (AA) entre os extratos
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etandlicos de casca (90,33 % e 87,40%) e folhas (89,32% e 91,24%) de Aroeira preta obtidos
por extragdo com soxhlet e por maceracdo, respectivamente, quando comparados. O mesmo
ocorreu para os extratos de casca (83,80% e 81,25%) de aroeira vermelha, no entanto,
observou-se uma diferenca significativa entre os valores de AA para os extratos de folhas,
pois o extrato etandlico obtido com soxhlet (76,27%) apresentou valor de AA muito superior
ao extrato obtido por maceracao (22,35%). Enquanto que para o extrato de caule de aroeira
preta obtido por soxhlet também apresentou maior atividade antioxidante (81,68%) quando

comparado com o extrato obtido por maceracdo (19,71%) (COSTA, 2011).

A atividade antioxidante do EM (Extrato Metandlico) e ES (Extrato Salino) foi
avaliada frente ao seqiiestro do radical livre DPPH, como resultado observou-se que a
quantidade de radicais que reagiu com os extratos EM e ES foi bastante elevada de 91,1% e
84,5%, respectivamente. De acordo com os resultados da avaliagdo fitoquimica por
Cromatografia de Camada Delgada (CCD), tal atividade antioxidante da madeira de M.
urundeuva nao pode ser atribuida a um Unico composto ou uma unica classe de compostos,
podendo tal propriedade ser atribuida aos flavonodides por serem relatados e conhecidos como
bons antioxidantes estando sua presenga nos vegetais relacionada ao seu papel antioxidante

(SA, 2008).

2.6 Espectrometria de massas na caracterizacio de produtos naturais

Desde o seu surgimento em 1897. A espectrometria de massas (EM) tem contribuido
com muitas areas como a fisica, quimica, biologia, medicina, entre outras. E cada vez mais
com o aperfeigoamento das técnicas de ionizacdo a EM vem se consolidando como uma
ferramenta analitica de extrema importancia desde pesquisas simples bem como na analise de
componentes complexos (DINIZ, 2011).

Diversas técnicas ¢ métodos vém sendo empregadas e desenvolvidas para a
identificacdo de compostos, tais como a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com
deteccdo de arranjos de diodo (HPLC-DAD, do inglés, high performance liquid
chromatography- diode array detector) de fase reversa (RP, do inglés, a reversed-phase),
deteccao UV, entre outras. No entanto, a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas em modo tandem (LC-MS/MS, do inglés, mass spectrometry in tandem by liquid

chromatography) ¢ uma técnica mais seletiva apresentando vantagens como ser mais sensivel,
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detectar simultaneamente diversos compostos com boa resolugdo e por apresentar
confiabilidade para a determinag@o desses compostos (MALOGNONI, 2015).

Aquino (2013) em seu trabalho realizou uma analise fitoquimica das folhas de M.
urundeuva visando identificar o perfil quimico volatil, por meio de técnicas como a
espectrometria de massas foi possivel caracterizar seis tipos quimicos, sendo eles, (E)-f-
ocimeno, (£)-f-ocimeno, As-careno, a-pineno, mirceno e limoneno. O estudo fitoquimico dos
extratos permitiu ainda caracterizar quatro compostos: acido galico, acido quinico, galato de
metila, N-metil- 3R+ 5R*-di-hidroxi-2-piperidinona, sendo este ultimo uma estrutura inédita
na literatura.

Em um estudo do extrato metandlico da aroeira preta utilizando cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas, encontraram-se os derivados de acido galico,
galotaninos e flavondides (MACHADO, 2013). Bastos (2016) em seu trabalho teve como
objetivo identificar e determinar os compostos presentes no extrato hidroetanolico 70% (v/v)
e nos macerados em metanol, hexano, acetona e acetato de etila das folhas da espécie vegetal
Eugenia florida DC. Os extratos foram submetidos a analises por espectrometria de massas no
modo negativo possibilitando a identificacdo de componentes da classe dos fenois,
terpendides e saponinas, por meio da sua massa molecular e por meio do padrio de
fragmentacao das moléculas em estudo.

Silveira (2015) visando identificar o efeito fitotoxico das folhas de M. wurundeuva
(aroeira preta), tendo em vista o alto efeito téxico que as espécies da familia Anacardiaceae
apresentam. Por meio do isolamento por CLAE e caracterizacdo por Cromatografia Gasosa
acoplada a um espectrometro de massas foi possivel realizar a elucidacdo estrutural do galato
de metila, 4cido galico e do 3,4,5-tris (trimetilsililoxi) benzoato de trimetilsilila.

Zhou e colaboradores (2016) por meio da cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a um detector de arranjo fotodiodo e espectrometria de massas quadrupolo/tempo de
voo (UPLC/Q-TOF-MS) no modo negativo possibilitou a analise qualitativa de 61 compostos,
sendo 57 triterpenos e 4 flavondides, deles, 22 foram relatados pela primeira vez em Siraitiae
fructus. Yang e colaboradores (2015) analisaram e identificaram 58 componentes fendlicos e
diterpenoides extraidos com metanol de Radix Salviae Miltiorrhizae utilizando UPLC/Q-

TOF-MS tanto no modo negativo como no modo positivo em apenas 20 minutos de analise.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

e Identificar a composicdo quimica e avaliar a atividade antioxidante e teor de fendis
totais da espécie vegetal Myracrodruon urundeuva Fr. Allemao coletada na regido da

Caatinga.

3.2 Objetivos especificos

e Identificar os constituintes quimicos presentes nas cascas da espécie Myracrodruon
urundeuva Fr. Allemao coletada no Cariri paraibano;

e Identificar por espectrometria de massas os metabdlitos secundarios produzidos pela
espécie Myracrodruon urundeuva Fr. Allemao;

e Propor a fragmentagdo dos compostos identificados;

e Determinar o teor de fenois totais do extrato etandlico bruto (EEB);

e Avaliar a atividade antioxidante do extrato etanodlico bruto (EEB) das cascas de

Myracrodruon urundeuva Fr. Allemao.
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4 METODOLOGIA

4.1 Material Botanico

As cascas de Myracrodruon urundeuva foram coletadas em maio de 2017 na zona
rural do municipio de Serra Branca/Paraiba regido que envolve o bioma Caatinga. Foram
coletadas as cascas a fim de caracterizar os metabolitos secundarios presentes. A identificagdao
botanica foi realizada por AGRA e uma exsicata foi depositada no Herbario Lauro Pires
Xavier — JPB da Universidade Federal da Paraiba sob o cédigo JPB 36081. Em seguida foram
acondicionadas em sacos plasticos com identificacdo do local, data e armazenamento. As
amostras vegetais coletadas foram lavadas em agua corrente e secas em estufa com

recirculacao de ar a 45 °C durante 72 h (Figura 10A).

Figura 10: Cascas de Myracrodruon urundeuva Fr. Allemao (A). Concentracdo do extrato em

evaporador rotativo (B).
-

Fonte: D. P. D. Silva, 2017.

4.1.2 Trituragdo e extragdo por solvente

Apo6s seco, o material foi submetido a trituragdo em forrageira para obtencao do po
vegetal da planta, obtendo-se 2. 22 kg de p6 vegetal. Posteriormente, o p6 vegetal das cascas
de Myracrodruon urundeuva Fr. Allemao, foi submetido a maceragdo com etanol (EtOH) a

95% (um solvente polar afim de realizar a separacdo das moléculas) em recipiente de ago
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inoxidavel por 120 h (5 dias) para a primeira extracdo e 72 h (3 dias) nas duas extragdes

seguintes, a fim de levar o pd vegetal a uma maceragdo exaustiva (DUARTE, 2013).

A solucdo extrativa obtida foi concentrada em evaporador rotativo sob pressao
reduzida a uma temperatura de 40 °C para obtencdo do extrato etandlico bruto (EEB) (Figura
10B). Em seguida, 5 g do EEB foram dissolvidos em 100 ml de metanol e 100 ml de hexano
a fim de obter uma solu¢ao metandlica e hexanica, respectivamente, sob agitagdo mecanica

para dissolucao total (DUARTE, 2013).

4.2 Analises em CLAE-IES-EM/EM

A caracterizagdo dos constituintes quimicos da planta foi realizada por espectrometria
de Massa de baixa resolu¢ao. 1 mg da solu¢do metanolica foi solubilizada em 1 mL de
metanol com auxilio de banho ultrasom até dissolucao total. Posteriormente a amostra foi
filtrada com filtro PVDF de 0,45 pum e injetado no CLAE. As analises de CLAE-IES-EM/EM
foram realizadas utilizando um UFLC (Shimadzu®) com duas bombas do tipo LC20AD,
autoinjetor SIL-20A yr, com detector de arranjo de diodo (DAD) SPD-M20A, desgaseificador
DGU-20A sr e controlador sistema CBM20A acoplado a um espectrometro de massas com
ionizagdo por eletrospray e analisador do tipo “lon trap” (AmaZon X - Bruker®), em modo
negativo.

A separagdo cromatografica foi realizada utilizando uma coluna de fase reversa C18
(Kromasil; 250 mm x 4,6 mm x 5 micrémetros) com gradiente de elui¢ao: solvente A (dgua
Mili-Q® e acido formico a 0,1% v/v) e solvente B (Metanol). Na eluicdo de 5-100% do
solvente “B” em 0-95 min, de 95-115 min isocratico com 100% do solvente “B”, de 115-120
min a propor¢do do solvente isocratico “B” foi alterada de 100 para 5%, de 120-140 min de
analise isocratica com 5% do solvente “B”. O volume de injecdo foi de 20 pL e fluxo de
solvente de 0,6mL/min.

Os parametros de aquisicdo do lon Trap foram: voltagem do capilat — 4,5 kV,
voltagem da placa offset — 500V, pressao do gas nebulizador — 20 psi, vazdo e temperatura do
gas de secagem — 8L/min e 300 °C, respectivamente ¢ modo de ionizagdo negativo. A
fragmentacdo na célula de colisdo (CID) foi obtida no modo auto-EM/EM com resolugao
aprimorada para obtencdo dos espectros EM e EM/EM. Os espectros foram registrados com

um intervalo entre m/z 100-1000 a cada 2 segundos.
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4.3 Potencial antioxidante e teor de fenolicos totais

4.3.1 Determinacdo do potencial antioxidante in vitro: método de sequestro do radical livre
2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH)

A metodologia se baseia por uma reagdo de oxi-redu¢io do DPPH que ao receber H
do antioxidante sofre redu¢ao mudando sua coloragao de violeta para amarelo e diminui¢ao da

absorbancia da solugdo ao ser detectado por espectroscopia (SANCHEZ-MORENO, 2002).

Para determinacdo do potencial antioxidante, baseando-se no método descrito por
Garcez et al., (2009) com adaptagdes, pesou-se 1 mg/mL de EEB, diluiu em metanol e
realizou as dilui¢Oes seriadas para 5 concentragdes diferentes entre 15 € 27 ug/mL, todas em
triplicata. Em seguida, transferiu-se 100 pL de cada concentragdo para os pogos da
microplaca e adicionou-se mais 100 pL de DPPH previamente preparado a 10%. Desta forma,
em cada pog¢o da microplaca a concentracdo das amostras foi diluida 1:1, bem como a
concentracdo do DPPH. Para o branco, foi utilizado 100 pL de amostra e 100 pL. de metanol.
E como controle negativo utilizou-se metanol e DPPH, 100 e 100 pl respectivamente. A
microplaca permaneceu em reagdo no escuro durante 30 min a temperatura ambiente. A
leitura foi realizada em espectrofotdometro UV-Visivel (UV-2550, Shimadzu) em

comprimento de onda de 517 nm.

A determina¢do da Porcentagem de atividade antioxidante (%AA) foi feita através da

equagao (1):

% de AA = —AC‘(ii‘Ab)

x 100 (1)

Em que, Ac: Absorbancia do Controle negativo;
Aa: Absorbancia da amostra;
Ab: Absorbancia do branco.

Com os valores obtidos construiu-se um grafico de % de Atividade Antioxidante x

Concentragdao em pg/mL.

Para o calculo da Cls utilizou-se a equagao da reta, em que foi substituido o valor de y
por 50 para obtencdo da amostra com capacidade de reduzir em 50% o DPPH. A substancia

referéncia/padrao utilizada foi o Acido Ascérbico.
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4.3.2 Teor de fendis totais

A metodologia para determinagdo de fendis totais foi realizada pelo método Folin-
Ciocalteu, em que o reagente de Folin-Ciocalteu composto pela mistura dos &cidos
fosfomolibdénio e fosfotungsténio em seu estado oxidado apresenta coloracdo amarela, no
entanto, ao entrar em contato com compostos redutores como os componentes fenolicos
mudam sua coloracdo de amarelo para azul (OLIVEIRA et al., 2009; TOMEIL; SALVADOR,
2007).

A quantificacdo de fenois totais foi realizada pelo método Folin-Ciocalteu a 10%
descrita e adaptada por Gulcin et al., (2004). Pesou-se 1 mg/mL do EEB, diluiu em solucao
hidrometanélica (1:1 v/v) e realizou as dilui¢des seriadas para as concentragdes escolhidas de
90, 135 e 150 pg/mL, o ensaio foi realizado em triplicata. Em seguida, transferiu-se para
microtubos de 1 mL, 120 puL de cada concentracao diluida e adicionou-se 500 pL de Folin-
Ciocalteu a 10%, previamente preparado, sendo essa etapa realizada no escuro, deixou esta
solugdo reagindo no escuro por 8 min, em seguida acrescentou-se 400 pL de carbonato de
sodio (Na,CO3) a 7,5%, a solugdo foi distribuida no escuro nos pocos da microplaca (200
uL/pogo) e a reagao permaneceu no escuro durante 2 h. Para o Branco, utilizou-se 120 pL de
cada amostra diluida e 900 pL de solugdo hidrometandlica A leitura foi realizada usando o
equipamento espectrofotdmetro UV-Visivel (UV-2550, Shimadzu) com comprimento de onda
em 765 nm.

A curva de calibragao foi preparada com a solugdo padrao de acido galico, nas
concentragdes de 7,5 a 150 pg/mL. Por meio da equagdo de regressdo linear da curva de
calibragdo calculou-se o teor de fenois totais. Em que y representa a absorbancia medida e x
representa a concentracdo de equivalentes de Acido Galico, sendo expressa em miligramas

equivalentes de acido galico por grama de extrato (mg EAG/ g de amostra).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacoes dos metabdlitos secundarios do extrato metandlico das cascas de
Myracrodruon urundeuva por CLAE-IES-EM/EM

A caracterizagdo dos constituintes quimicos do extrato metandlico das cascas de
Myracrodruon urundeuva foram analisadas por CLAE-IES-EM/EM. Na Figura 11 esta
representado o cromatograma de ions totais obtido por loniza¢do por Eletrospray no modo
negativo (IES’). Os compostos foram identificados com base nos padrdes de fragmentacao
obtidos por espectrometria de massas de baixa resolucdo e comparados com dados na
literatura, sendo desta forma possivel sugerir putativamente a estrutura de 42 compostos. No
Quadro 3 estéd representado os dados de Tempo de retengao (Tr), formula molecular, massa
molecular (MS), massa dos fragmentos (MS/MS) dos compostos identificados por CLAE-
IES-MS/MS do extrato das cascas de Myracrodruon urundeuva. Os nimeros entre parénteses
presentes na coluna do Tempo de retencdo do Quadro 3 referem-se a identificagdo dos picos
para cada substancia identificada no cromatograma da Figura 12, sendo assim a Figura 12 ¢
um recorte da Figura 11 mostrando todas as substancias identificadas no tempo de 0 min a 70
min. Os picos que aparecem apds 70 min ndo foi possivel identificar a quais substancias se

referiam.

Figura 11: Cromatograma de ions totais obtido por IES no modo negativo.
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Figura 12: Recorte do cromatograma de ion totais (Figura 11) obtido por IES no modo negativo com
identificacdo dos picos correspondentes aos compostos identificados.
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Quadro 3: Compostos identificados por CLAE-IES-EM/EM do extrato metanolico das cascas do caule de Myracrodruon urundeuva. Na primeira coluna os

numeros entre parénteses referem-se aos picos no cromatograma da Figura 12.

Tempo de retengdo [M-HY Fragmentos MS/MS (%) Férmula Substancia Referéncia
(Tr) (min)/ (Pico) molecular sugerida
4.3(1) 635 MS,: 483 (65); 465 (100); 423 Cy7H24045 Trigaloil Glicose (AQUINO, 2017; SINGH et al., 2016)
(19); 313 (22); 271 (8); 235 (4);
169 (5)
10.5 (2) 169 125 (5) C;HOs Acido galico (AQUINO, 2017; SILVA et al., 2011)
16.4 (3) 483 MS,: 331 (54); 313 (100); 271 Ca0H20014 Digaloil Glicose (AQUINO, 2017; SINGH et al., 2016;
(92); 211 (73); 169 (18) SILVA et al., 2011)
17.3 (4) 483 MS,: 331 (56); 313 (57); 271 CoH20014 Digaloil Glicose (AQUINO, 2017; SINGH et al., 2016;
(100); 211 (19) / MS5: 169 isomero | SILVA et al., 2011)
(100)
18.4 (5) 483 MS,: 331 (84); 313 (67); 271 CyoH20014 Digaloil Glicose (AQUINO, 2017; SINGH et al., 2016;
(100); 211 (42); / MS;: 169 isémero Il SILVA et al., 2011)
(100)
20.0 (6) 483 MS,: 331 (100); 313 (57); 271 CyoH20014 Digaloil Glicose (AQUINO, 2017; SINGH et al., 2016;
(75); 211 (48); / isdbmero Il SILVA et al., 2011)
MS;: 169 (100)
21.2(7) 483 MS,: 331 (84); 313 (55); 271 CaoH20014 Digaloil Glicose (AQUINO, 2017; SINGH et al., 2016;
(100); 211 (51); / isomero IV SILVA et al., 2011)
MS;: 169 (100)
23.7 (8) 483 MS,: 331 (67); 313 (100); 271 Ca0H20014 Digaloil Glicose (AQUINO, 2017; SINGH et al., 2016;

(49); 211 (22);/

isdbmero V

SILVA et al., 2011)




54

Tempo de retengdo [M-HY Fragmentos MS/MS (%) Férmula Substancia Referéncia
(Tr) (min)/ (Pico) molecular sugerida
MS;: 169 (100)
25.8(9) 483 MS,: 331 (47); 313 (100); 271 C20H20014 Digaloil glicose (AQUINO, 2017; SINGH et al., 2016;
(49); 211 (31);/ isdbmero VI SILVA et al., 2011)
MSs: 169 (100)
27.8(10) 483 MS,: 331 (47); 313 (73); 271 C20H20014 Digaloil Glicose (AQUINO, 2017; SINGH et al., 2016;
(100); 211 (33); 169 (22) isbmero VII SILVA et al., 2011)
29.1(11) 635 MS,: 483 (89); 465 (100); 423 Cy7H24015 Trigaloil Glicose (AQUINO, 2017; SINGH et al., 2016)
(43); 313 (38); isomero |
271 (25); 235 (5); 169 (22)
31.1(12) 483 MS,: 331 (4); 313 (13); 271 CaoH20014 Digaloil Glicose (AQUINO, 2017; SINGH et al., 2016;
(12); 169 (4) isbmero VI SILVA et al., 2011)
32.4(13) 483 MS,: 331 (2); 313 (8); 271 (8); C20H20014 Digaloil Glicose (AQUINO, 2017; SINGH et al., 2015;
Isbmero IV SILVA et al., 2011)
32.8 (14) 635 MS,: 483 (40); 465 (100); 423 Cy7H24045 Trigaloil Glicose (AQUINO, 2017; SINGH et al., 2016)
(13); 313 (14); 169 (6) isdbmero |l
34.3 (15) 635 MS,: 483 (39); 465 (100); 423 Cy7H24045 Trigaloil Glicose (AQUINO, 2017; SINGH et al., 2016)
(72); 313 (20); 271 (12); 169 isomero lll
(25)
38.4 (16) 441 MS,: 289 (100); 245 (12); 137 CyH15019 Catequin galato (SINGH et al., 2016; SOBEH et al., 2018)
(20)
40.5 (17) 197 MS%: 169 (7); 124 (2) CoH1005 Galato de etila (SINGH et al., 2016)
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Tempo de retengdo [M-HY Fragmentos MS/MS (%) Férmula Substancia Referéncia
(Tr) (min)/ (Pico) molecular sugerida
42.0 (18) 441 MS,: 289 (100) CyH15019 Catequin galato (SINGH et al., 2016; SOBEH et al., 2018)
Isbmero |
45.5 (19) 515 MS,: 353 (100); 335 (12); 300 CysHp304, Dicafeoil acido (SIMIRGIOTIS et al., 2015; NCUBE et al.,
(1); 191 (88) quinico 2014)
48.1(20) 523 MS,: 413 (17); 387 (100); 251 C3oH 2004 Urundeuvina B ou (AQUINO, 2017)
(9) DouF
50.0 (21) 539 MS,: 521 (8); 403 (100); 385 C30H20010 Urundeuvina E ou (AQUINO, 2017)
(58); 293 (15); 267 (8); 251 (7) H
50.3 (22) 515 MS,: 353 (100); 335 (5); 300 CysH»301, Dicafeoil acido (SIMIRGIOQTIS et al., 2015; Ncube, 2014
(11); 191 (2) quinico isémero |
50.7 (23) 523 MS,: 413 (17); 387 (41); 251 C30H2009 Urundeuvina B ou (AQUINO, 2017)
(10) D ou Fisdomero |
51.5(24) 539 MS,: 521 (4); 403 (100); 293 C3oH20010 Urundeuvina E ou (AQUINO, 2017)
(7); / MS;: 267 (100) H isbmero |
52.1(25) 541 MS,: 523 (26); 413 (8); 405 C3oH2,019 Urundeuvina G (AQUINO, 2017)
(100); 387 (85); 251 (3)
52.4 (26) 300 MS,: 283 (31); 256 (100); 229 C14HeO0g Acido elégico (SINGH et al., 2016)
(71); 185 (37); 173 (3)
53.1(27) 541 MS,: 523 (23); 413 (11); 405 CaoH2,010 Urundeuvina G (AQUINO, 2017)
(100); 387 (56); 251 (2) isdbmero |
53.3 (28) 525 MS,: 507 (20); 431 (11); 415 Ca0H2,00 Matosina ou (AQUINO, 2017)

(37); 389 (100); 371 (73); 353
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Tempo de retengdo [M-HY Fragmentos MS/MS (%) Férmula Substancia Referéncia
(Tr) (min)/ (Pico) molecular sugerida
(26); 237 (42) Urundeuvina J
53.7 (29) 539 MS,: 521 (1); 403 (72); 387 C30H20010 Urundeuvina E ou (AQUINO, 2017)
(100); 267 (1); 251 (26) Hisémero Il
54.1(30) 523 MS,: 413 (28); 387 (100); 369 C30H2009 Urundeuvina B ou (AQUINO, 2017)
(8); 251 (11) D ou Fisdmero Il
54.5(31) 525 MS,: 507 (15); 431 (5); 415 C3oH 2,0, Matosina ou (AQUINO, 2017)
(40); 389 (100); 371 (64); 353 Urundeuvina J
(27); 237 (2) isdbmero |
MS,: 523 (6); 413 (5); 405 (37);
387 (16); 251 (2 .
55.1(32) 541 (16) ) C30H»,019 Urundeuvina G (AQUINO, 2017)
isomero Il
525 MS,: 507 (21); 431 (11); 415 Matosina ou (AQUINO, 2017)
(44); 389 (100); 371 (32); 353 Urundeuvina J
55.7 (33 C3oH 0
(33) (2); 237 (47) 3071228 isomero Il
56.6 (34) 541 MS,: 523 (80); 413 (24); 405 C30H22010 Urundeuvina G (AQUINO, 2017)
(100); 387 (61); 251 (1) isomero lll
57.2 (35) 525 MS,: 507 (22); 431 (13); 415 Ca0H2,00 Matosina ou (AQUINO, 2017)
(44); 389 (100); 371 (46); 353 Urundeuvina J
(39); 237 (48) isomero lll
58.1(36) 541 MS,: 523 (29); 413 (11); 405 C3oH2,019 Urundeuvina G (AQUINO, 2017)

(100); 387 (63); 251 (3)

isdbmero IV
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Tempo de retengdo [M-HY Fragmentos MS/MS (%) Férmula Substancia Referéncia
(Tr) (min)/ (Pico) molecular sugerida
58.4 (37) 525 MS,: 507 (100); 431 (83); 415 Ca0H2,00 Matosina ou (AQUINO, 2017)
(58); 389 (43); 371 (36); 353 (2) Urundeuvina J
isdbmero IV
59.9 (38) 525 MS,: 507 (19); 431 (13); 415 CaoH2,00 Matosina ou (AQUINO, 2017)
(44); 389 (100); 371 (30) Urundeuvina J
isdbmero V
60.0 (39) 523 MS,: 413 (18); 387 (100); 251 C3oH2004 Urundeuvina B ou (AQUINO, 2017)
(14) D ou Fisdmero lll
60.7 (40) 525 MS,: 507 (18); 431 (7); 415 C3oH»,04 Matosina ou (AQUINO, 2017)
(45); 389 (100); 371 (67) Urundeuvina J
isdbmero VI
64.9 (41) 539 MS,: 521 (2); 429 (17); 403 C30H20010 Urundeuvina E ou (AQUINO, 2017)
(90); 385 (5);/ MS;: 267 (100); H isomero Il
251 (2)
68.9 (42) 523 MS,: 413 (6); 387 (100); 251 (3) C3oH2004 Urundeuvina B ou (AQUINO, 2017)

D ou Fisdmero IV
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O composto 1 com tempo de retencdo em 4,3 min foi identificado de acordo com o

pico do ion molecular desprotonado em m/z 635 [M-H] (Figura 13). Com base em pesquisas

realizadas na literatura sugerem esta massa a estrutura do Trigaloil glicose (AQUINO, 2017;

SINGH et al., 2016). Tendo como principais fragmentos gerados a partir do pico ion base, em

m/z 483, 313 e o fragmento 169 gerado a partir do ion em m/z 465 correspondente a perdas

neutras e consecutivas de unidades de galoil (152 Da) e galato. A fragmentacdo sugerida foi

justificada por meio da reacdo de Rearranjo Remoto de Hidrogénio a partir do ion 635 para

perdas de unidades de galoil e o fragmento em 169 foi justificado pela perda da unidade

glicosidica de 144 a partir do fragmento em 313. A proposta de fragmentagdo estd

representada na Figura 14. Os compostos 11 (Tr 29,1 min), 14 (Tr 32,8 min) e 15 (Tr 34,3

min) foram considerados isdémeros do composto 1, apresentando o mesmo ion molecular e

mesma proposta de fragmentagao.

Figura 13: Cromatograma do ion selecionado (m/z 635) no Tr em 4,3 obtido no modo negativo.
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Na Figura 14 podemos observar ainda o fragmento 3 apresentando uma molécula

desprotonada em m/z 483 [M-H] correspondente a um Digaloil glicose (AQUINO, 2017,

SINGH et al., 2016; SILVA et al., 2011), bem como também sua fragmentacdo com perdas

neutras ¢ unidades de galato (170 Da) gerando o Monogaloil Glicose em m/z 313 [M-H] e
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por fim formando o 4cido galico em m/z 169 [M-H]". O composto de 4 (Tr 17,3 min) a 10 (Tr
27,8 min), 12 (Tr 31,1 min), 13 (Tr 32,4 min), foram identificados como isomeros do

composto 3, apresentando a mesma fragmentagao em m/z 483.

Figura 14: Proposta de fragmentagdo do ion em m/z 635.

m/z 635 Trigaloil Glicose
—l H m/z 483 Digaloil Glicose

HO

ml
HO
- 152

’Q : b

m/z 313 Monogaloil Glicose

m/z169  Acido Galico &/OHTH -170 )
HO—
0

Os,..OH
¢ - 144
g
HO OH
OH

Fonte: AQUINO, 2017; SINGH et al., 2016; SILVA et al., 2011.

O composto 2 no Tr em 10,5 min apresentou espectro de massas com o pico do
ion molecular desprotonado em m/z 169 [M-H] (Figura 15). Pesquisas na literatura sugerem a
estrutura como sendo o Acido galico. A sugestio foi realizada de acordo com a fragmentagio
formada a partir do ion base, apresentando ion fragmento em m/z 125 formado pela perda de
CO,, corroborando com dados presentes na literatura (AQUINO, 2017; SILVA et al., 2011).

Proposta de fragmentagdo na Figura 16.
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Figura 15: Cromatograma do ion selecionado (m/z 169) no Tr em 10,5 obtido no modo negativo.
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Figura 16: Proposta de fragmentagdo do ion em m/z 169.
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Fonte: AQUINO, 2017; SILVA etal., 2011.
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O composto 16 no Tr em 38,4 min apresentou espectro de massas com o pico do ion
molecular desprotonado em m/z 441 [M-H] (Figura 17). De acordo com a literatura,
sugerimos putativamente que a estrutura ¢ consistente com o Catequin galato, de acordo com
o padrao de fragmentacao que apresentou o ion em m/z 289 a partir do ion base, com perda de
uma unidade de galiol explicado a partir de uma reagao de Rearranjo Remoto de Hidrogénio,
como representado na Figura 18. O composto 18 no tempo de retencdo 42,0 min foi
identificado como isdmero do composto 16, apresentando o mesmo ion em m/z 441, e sendo

assim a mesma fragmentagao. Corroborando com (SINGH et al., 2016; SOBEH et al., 2018).
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Figura 17: Cromatograma do ion selecionado (m/z 441) no Tr em 38,4 obtido no modo negativo.
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Figura 18: Proposta de fragmentagdo do ion em m/z 441.
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Fonte: SINGH et al., 2016; SOBEH et al., 2018.

O composto 17 no Tr em 40,5 min apresentou um espectro de massas com o pico do
ion molecular desprotonado em m/z 197 [M-H] (Figura 19). De acordo com a literatura,
sugerimos putativamente que a estrutura consiste com o Galato de Etila, de acordo com o
padrao de fragmentacdo que apresentou o ion em m/z 169 a partir do ion base, com perda de

um grupo etil explicado a partir de uma rea¢do de Rearranjo Remoto de Hidrogénio, e o ion
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124 originado a partir do fragmento 169 apresentando perda de uma unidade de CO,, como
representado na Figura 20. Corroborando assim com dados presente na literatura (SINGH et

al., 2016).

Figura 19: Cromatograma do ion selecionado (m/z 197) no Tr em 40,5 min obtido no modo negativo.
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Figura 20: Proposta de fragmentagdo do ion em m/z 197.
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Fonte: SINGH et al., 2016.

O composto 19 no Tr em 45,5 min apresentou um espectro de massas com o pico do
ion molecular desprotonado em m/z 515 [M-H] (Figura 21). De acordo com a literatura,
sugerimos putativamente que a estrutura consiste com o Dicafeoil Acido Quinico, de acordo
com o padrao de fragmentacdo que apresentou o ion em m/z 353 a partir do ion base, com
perda de um grupo de acido caféico [M-H-162] explicado a partir de uma reacao de Rearranjo

Remoto de Hidrogénio, seguido de outra perda do grupo de acido caféico [M-H-162] também
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explicada por uma reag¢do de rearranjo remoto de hidrogénio gerando o ion da molécula
desprotonada em m/z 191 (Figura 22), corroborando com os dados da literatura
(SIMIRGIOTIS et al., 2015; NCUBE et al., 2014). O composto 22 com Tr em 50,3 foi
considerado isdmero do composto 19 pois apresentou mesmo ion em m/z 515 ¢ mesmo

padrdo de fragmentacao.

Figura 21: Cromatograma do ion selecionado (m/z 515) no Tr em 45,5 min obtido no modo negativo.
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Figura 22: Proposta de fragmentagdo do ion em m/z 515.
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Fonte: SIMIRGIOTIS et al., 2015; NCUBE et al., 2014.
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O composto 20 no Tr 48,1 min apresentou um espectro de massas com o pico do ion
molecular desprotonado em m/z 523 [M-H] (Figura 23). De acordo com a literatura,
sugerimos putativamente que a estrutura pode ser consistente a de uma Urundeuvina B ou
Urundeuvina D ou ainda de uma Urundeuvina F, ndo foi possivel afirmar a qual substancias
refere-se a estrutura encontrada neste trabalho visto que na literatura existem trés compostos
com estruturas que apresentam a massa de 523 e fragmentagdo em comum, logo seria
necessario uma analise mais detalhada como o isolamento e analise de RMN. De acordo com
o padrao de fragmentacdo que apresentou o ion em m/z 387 a partir do ion base, sendo esta a
fragmentacdo de maior intennsidade e explicada a partir de uma reagdo de Rearranjo Remoto
de Hidrogénio com migragao de carga para a Urundeuvina B (Figura 24) e por uma reagao de
Retro Diels-Alder para as Urundeuvinas D (Figura 25) e F (Figura 26), todas as trés estruturas
apresentam perdas de — 136, estes dados para a estrutura sugerida vdo de encontro com a

literatura (AQUINO, 2017).

Os composto 23 (Tr 50,7 min), 30 (Tr 54,1 min), 39 (Tr 60,0 min) e 42 (Tr 68,9 min)
foram considerados isdmeros do composto 20, pois apresentam mesma massa com ion

desprotonado em 523 [M-H] e mesma fragmentacao.

Figura 23: Cromatograma do ion selecionado (m/z 523) no Tr em 48,1 min obtido no modo negativo.
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Figura 24: Proposta de fragmentacdo do ion em m/z 523 — Urundeuvina B.
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Figura 25: Proposta de fragmentagdo do ion em m/z 523 — Urundeuvina D.
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Figura 26: Proposta de fragmenta¢do do ion em m/z 523 — Urundeuvina F.
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O composto 21 no Tr 50,0 min apresentou espectro de massas com pico do ion
molecular desprotonado em m/z 539 [M-H] (Figura 27). De acordo com a literatura
sugerimos putativamente que esta massa corresponde com a estrutura da Urundeuvina E ou H.
Nao foi possivel afirmal a qual das duas substancias sugeridas pertence a massa encontrada
neste trabalho, visto que ambas estruturas encontradas na literatura apresentam a mesma
massa de 539 e mesma fragmentagdao, sendo necessaria uma analise mais detalhada da

estrutura.

A proposta de fragmentacao para Urundeuvina E e H estdo representadas na figura 28
e 29, respectivamente, de acordo com o padrao de fragmentagdo que apresentou o ion em m/z
403 a partir do ion base, sendo esta a fragmentagdo de maior intensidade e explicada a partir
de uma reagdo de Rearranjo Remoto de Hidrogénio com migracdo de carga para a
Urundeuvina E e H, com perda de — 136. Estes dados para a estrutura sugerida corroboram
com os dados da literatura (AQUINO, 2017). Os compostos 24 (Tr 51,5 min), 29 (Tr 53,7
min) e 41 (Tr 64,9 min) foram considerados isdmeros do composto 21, pois apresentam

mesma massa ¢ mesmo padrdo de fragmentagao.
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Figura 27: Cromatograma do ion selecionado (m/z 539) no Tr em 50,0 min obtido no modo negativo.
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Figura 28: Proposta de fragmentagdo do ion em m/z 539 — Urundeuvina E.
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Figura 29: Proposta de fragmenta¢do do ion em m/z 539 — Urundeuvina H.
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O composto 25 no Tr 52,1 min apresentou espectro de massas com pico do ion
molecular desprotonado em m/z 541 [M-H] (Figura 30). Com base em pesquisas realizadas
na literatura sugerem esta massa a estrutura da Urundeuvina G, uma chalcona (AQUINO,
2017). A sugestao foi realizada de acordo com a fragmentagdo formada a partir do ion base,
apresentando como principal fragmentacdo e de maior intensidade o ion fragmento em m/z
387 explicada a partir de uma reacao de Mc Lafferty com uma perda de — 136 ¢ — 18 Daltons
(Figura 31) corroborando com a literatura para a estrutura sugerida (AQUINO, 2017). Os
compostos 27 (Tr 53,1 min), 32 (Tr 55,1 min), 34 (Tr 56,6 min) e 36 (Tr 58,1 min) foram
considerados isdmeros do composto 25 por apresentar mesma ion em m/z 541 e mesmo

padrao de fragmentagao.
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Figura 30: Cromatograma do ion selecionado (m/z 541) no Tr em 52,1 min obtido no modo negativo.
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Figura 31: Proposta de fragmentag¢do do ion em m/z 541 - Urundeuvina G.
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O composto 26 no Tr 52,4 min apresentou espectro de massas com pico do ion
molecular desprotonado em m/z 300 [M-H] (Figura 32). Com base em dados da literatura
sugerimos putativamente que a estrutura ¢ consistente com o Acido elagico, de acordo com o
padrdo de fragmentacdo que apresentou o ion em m/z 256 a partir do pico ion base, com perda

de — 44 correspondente a um CO; e uma outra fragmentacdo gerando o ion em m/z 229
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originado da perda de — 27 correspondente a um CO (Figura 33). Tal sugestdo vai de encontro

com a literatura (SINGH et al., 2016).

Figura 32: Cromatograma do ion selecionado (m/z 300) no Tr em 52,4 min obtido no modo negativo.
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Figura 33: Proposta de fragmentagdo do ion em m/z 300.
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O composto 28 no Tr 53,3 min apresentou espectro de massas com pico do ion
molecular desprotonado em m/z 525 [M-H] (Figura 34). Com base em pesquisas realizadas
na literatura sugeremimos a esta massa como sendo da estrutura da Matosina ou da
Urundeuvina J, ambas classificadas como chalconas. Nao foi possivel sugerir com clareza
qual seria das duas substancias pois ambas possuem o mesmo ion em m/z 525 e padroes de

fragmentagdo também bastante semelhantes.
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A sugestdo foi realizada com base na fragmentagdo obtida a partir do pico ion base
apresentando ion em m/z 389, sendo esta a principal fragmentagdo e o ion de maior
intensidade, gerando uma perda de — 136 explicada por uma reacao de Retro Diels-Alder
(RDA). A proposta de fragmentagao tanto para a Matosina como para a Urundeuvina J esta
representado na Figura 35 e 36 respectivamente. Os compostos 31 (Tr 54,5 min), 33 (Tr 55,7
min), 35 (Tr 57,2 min), 37 (Tr 58,4 min), 38 (Tr 59,9 min) e 40 (Tr 60,7 min) foram
considerados isdmeros do composto 28 por apresentar mesmo ion em m/z 525 e mesmo
padrao de fragmentacao. Estes dados vao de encontro com os dados da literatura (AQUINO,

2017).

Figura 34: Cromatograma do ion selecionado (m/z 525) no Tr em 53,3 min obtido no modo negativo.
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Figura 35: Proposta de fragmentagdo do ion em m/z 525 — Matosina.
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Figura 36: Proposta de fragmentagdo do ion em m/z 525 - Urundeuvina J.
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5.2 Determinacio da potencial antioxidante in vitro: método de sequestro do radical
livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH)

O resultado da atividade antioxidante do EEB foi expresso por meio da média Cls =
EPM (Erro Padrio da Média), como mostra a tabela 1. O padrdo utilizado foi o acido
ascorbico (AA) nas concentragdes de 3, 6, 9, 24 e 30 ug/mL e sua curva de calibragdo esta

representada na figura 37. O resultado da porcentagem de Atividade Antioxidante (%AA) do
EEB esta representado na figura 38.

Figura 37: Curva de calibrag@o do 4cido ascorbico.
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Tabela 1: Média da Cls, £ EPM do EEB de M. urundeuva e do acido ascorbico pelo método do DPPH
realizados em triplicata.

Amostra Clso (ng/mL)
Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Média EPM
AA 12,49 18, 62 17, 92 16, 34 1,94
EEB 23,94 18, 76 16, 58 18, 76 2,18
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Figura 38: Atividade antioxidante do EBB de M. urundeuva.
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De acordo com os resultados obtidos ¢ observados na tabela 1 e figura 38, ¢ possivel
notar que o valor da Clsy do EEB (CI50 = 18, 76 ng/mL) apresenta valor préximo ao obtido
pela substancia padrao (Clso= 16, 34 pg/mL), bem como podemos ainda analisar que mesmo
em baixas concentracdes de EEB observa-se porcentagem de atividade antioxidante acima de
30% para a menor concentracdo (15 pg/mL) e para a maior concentragdao de 27 pg/mL
observamos uma porcentagem de atividade antioxidante em torno de 70%, ressaltando assim,

o potencial antioxidante do EEB de M. urundeuva.

Com base na literatura a % AA corresponde a quantidade de DPPH consumida pelo
antioxidante, no entanto, a Clsy representa a quantidade de compostos antioxidantes capazes
de reduzir em 50% o DPPH, ou seja, quanto menor o valor da Clsy maior sera sua capacidade

de consumo de DPPH e sendo assim maior sua atividade antioxidante (SOUSA et al., 2007).

Franga et al., (2012) em seu trabalho utilizou o extrato etanolico das cascas de M.
urundeuva para avaliar a atividade antioxidante pelo método DPPH e obteve um valor de Clsg
de 0,789 + 0,004 mg/mL ou ainda convertendo este valor para microgramas temos um valor
de Clso 789 pg/mL. Costa (2011) avaliou a atividade antioxidante do extrato etandlico das
cascas de Aroeira preta obtidos por maceragdo e soxhlet e obteve uma porcentagem de
atividade antioxidante de 87,40% para extracdo por maceragdo e de 90,33% para o método de
soxhlet. Oliveira et al., (2010) avaliou a atividade antioxidante pelo método da atividade
sequestrante do radical DPPH do extrato etandlico das cascas de Aroeira preta obtidas por

soxhlet e obteve uma Clsp de 116,50 ug/mL. Desta forma, os resultados observados no



75

presente trabalho apresentam valores de Clsp menores que os dados ja relatados na literatura,
indicando assim uma potencial atividade antioxidante, visto que quanto menor a Clsp melhor a

capacidade de reduzir o DPPH em 50% e sendo assim melhor potencial antioxidante.

Diversos estudos sobre atividade antioxidante vém atribuindo tal atividade a presencga
de compostos fendlicos em plantas tais como fendis simples, acidos fenolicos, flavonodides,
taninos condensados e hidrolisaveis. Logo, ultimamente os compostos fenolicos vém
despertando interesse principalmente por suas propriedades redutoras e inibitorias
desempenhando uma fun¢do importante no seqiiestro de radicais livres bem como

neutralizando-os (SOUSA et al., 2007).

Outro fator importante na busca por compostos antioxidantes ¢ de inseri-los na
indtstria alimenticia visto que estas utilizam antioxidantes sintéticos tais como o butil-
hidroxi-anisol (BHA) e o butil-hidroxi-tolueno (BHT) para impedir a oxidagdo lipidica que
causa deteriorizagdo durante o processamento dos alimentos gerando alteracdo no sabor e
odor, além da qualidade nutricional do alimento. Alguns estudos relatam o poder téxico
destes antioxidantes, logo, diante dos possiveis problemas ocasionados pelos antioxidantes
sintéticos se torna importante a busca por compostos antioxidantes naturais que possam

substituir os sintéticos (SOARES, 2002).

5.3 Determinacio do teor de fenolicos totais

Para o teste de quantificacdo do teor de fenois totais do EEB de M. urundeuva
utilizando o método fotocolorimétrico Folin-Ciocalteu. Construiu-se entdo uma curva de
calibragdo com o padrao acido gélico nas concentragdes de 7,5; 15; 105; 135 e 150 pg/mL,
para s6 entdo realizar a interpolagdo dos valores das absorbancias obtidos das amostras

testadas (Figura 39).

Através da equacdo de regressdo linear das concentragdes do padrdo acido galico
obtivemos a equacdo da curva de calibragao y = 0, 006x - 0, 029, em que y representa a
absorbancia de 765 nm e x representa a concentragao de acido galico, bem como obtivemos o

coeficiente de correlagdo (R?) que foi de 0, 998 (Figura 39).
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Figura 39: Curva analitica do padrio acido galico.
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Ainda com o auxilio da equa¢do da reta foi possivel calcular o teor de fendlicos totais
em mg EAG/g de extrato (tabela 2). De acordo com os dados encontrados e representados na
tabela 3 referentes a quantificacdo do teor de fenois totais, foi possivel observar uma alta
concentracdo de compostos fenolicos de 387,49 + 15,09 mg EAG/g de extrato etanolico bruto
quando comparado com dados presentes na literatura para a mesma espécie, a saber, Monteiro
et al., (2005b) ao estudar o teor de fenodis totais das cascas de M. urundeuva coletadas na

regido da Caatinga no municipio de Caruaru-PE obteve um teor de fenois de 46,44 + 07,05

por mg de extrato.

Tabela 2: Média do teor de fenolicos totais do EEB de M. urundeuva em mg EAG / g de extrato, na
concentracdo de 1 mg/mL. O ensaio foi realizado em triplicata.
Amostra Teor de Fendlicos totais + EPM (mg EAG*/g)

EEB 387,49 + 15,09

*Equivalentes de acido galico

De acordo com os resultados obtidos, estes foram comparados com dados da literatura
para o teor de fenolicos totais. Vieira et al., (2015) em seu trabalho analisou o teor de fenois
totais pelo método de Folin-Ciocalteu bem como a atividade antioxidante das folhas e cascas

do caule de M. urundeuva e obeteve um teor de fenois de 77 mg EAG/g de extrato hexanico e
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194 mg EAG/g nos extratos metanolico das folhas e de 45 mg EAG/g de etxtrato hexanico e

193 mg EAG/g nos extratos metandlico das cascas do caule.

Queiroz; Morais; Nascimento (2002) ao realizar a identifica¢do e quantificagao de teor
de fenois totais pelo método Folin-Ciocalteu da Aroeira-do-sertdo a partir dos extratos
acetona-agua e metanol-agua encontrou valores de teor de fenois de 43,8 mg EAG/g de
madeira seca para o extrato acetona-agua e um teor de 37,7 mg EAG/g de madeira seca para o
extrato metanol-agua. Os autores observaram ainda por CLAE uma grande quantidade de
taninos, como dacidos galicos e elagicos além de flavanonas e flavandis, porém em

concentragdes menores.

Sendo assim com base na literatura ¢ notdrio o alto teor de compostos fenolicos
encontrados para a espécie de M. urundeuva, demonstrando o seu potencial como agente
antioxidante tendo em vista que o teor de fendis ¢ um importante sinalizador para a atividade
antioxidante devido as suas propriedades redutoras e por desempenhar um papel importante
no seqiiestro de radicais livres (SOUSA et al.,, 2007). Além de que a presenca desses
compostos nos vegetais estd relacionada por se formarem em condi¢des de estresse tais como
infecgdes e radiagdo UV, sendo assim conferem protecdo as plantas (ANGELO E JORGE,
2007).
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6 CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos, o estudo fitoquimico do extrato metandlico das cascas
de Myracrodruon urundeuva Fr. Allemao permitiu sugerir putativamente por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas a identificacdo de 42
substancias bem como propor suas estruturas e fragmentagdes, sendo estas ja relatadas para a
espécie em estudo. Mesmo encontrando substancias ja relatadas na literatura, o estudo
contribuiu agregando informagdes referentes a composicdo quimica de uma espécie
pertencente ao cariri paraibano e que por estarem inseridas na regido da Caatinga ainda sao
poucas estudadas. Bem como evidenciou o potencial de compostos fenodlicos presentes na
espécie.

O teste do teor de compostos fenolicos assim como a atividade antioxidante através do
método de seqiiestro do radical livre DPPH, ambos apresentaram bons resultados e até valores
superiores de teor de fendis (387,49 + 15,09 mg EAG/g de extrato etanolico bruto) e potencial
antioxidante (Clso = 18,76 pg/mL de extrato etanolico bruto) quando comparados com dados
na literatura para a mesma espécie.

E necessario ainda que estudos fitoquimicos sejam realizados a fim de descobrir e
isolar possiveis novas substancias, visto que esta espécie estd inserida em uma regido com
caracteristicas de clima, solo e radiacdo bem adversas que podem favorecer para a producao
de novos metabdlitos secundarios. Além da possibilidade de avaliar outros tipos de métodos
de extracdo bem como outras partes da planta, avaliar as possiveis substancias que venham a
ser isolados frente a atividades antioxidantes, teor de fendis e quem sabe atividade
antimicrobiana, uma vez que esta Ultima ¢ bastante relatada na literatura tanto por seu uso na

medicina popular como em testes in vitro.
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