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RESUMO

Terminalia fagifolia Mart. et Zucc é uma planta encontrada no cerrado,
distribuida pela Bahia, Ceara, Goias, Distrito Federal, Piaui, Sdao Paulo,
Maranhdo, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e Minas Gerais. E conhecida
popularmente como capitdo-do-mato. Diversos estudos realizados com T.
fagifolia demonstraram que a espécie apresenta atividades citotéxica e
antioxidante. Portanto, este trabalho teve como objetivo estudar infusdes
das folhas da planta a partir de amostras pré-tratadas e analisadas por
espectrometria de massas em tandem acoplado a um ion trap com interface
de ionizacao por electrospray, usando o modo de insercao direta da amostra
(FIA-ESI-IT-MS). Foram detectados os compostos acido elagico com m/z
301 e um derivado do acido elagico, o composto com m/z 463,
correspondente ao acido elagico hexosideo, ambos com forte capacidade

antioxidante.
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ABSTRACT

Terminalia fagifolia Mart. et Zucc. is a plant found in the cerrado,
distributed throughout Bahia, Ceara, Goias, Distrito Federal, Piaui, Sao
Paulo, Maranhao, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul and Minas Gerais. It is
popularly known as Capitdo-do-mato. Several studies carried out with T.
fagifolia have shown that the species presents cytotoxic and antioxidant
activities. Therefore, this work aimed to study infusions of the plant's
leaves from pre-treated samples and analyzed by tandem mass
spectrometry coupled to an ion trap with an electrospray ionization
interface, using the direct sample insertion mode (FIA-ESI-IT-MS). The
compounds ellagic acid with m/z 301 and an ellagic acid derivative, the
compound with m/z 463, corresponding to ellagic acid hexoside, were
detected, both with strong antioxidant capacity.

Keywords: Terminalia fagifolia Mart. et Zucc. Antioxidant. Ellagic acid.

Ellagic acid hexoside.
1 INTRODUCAO

O género Terminalia, pertencente a familia Combretaceae, é conhecido por
ser rico em metabdlitos secundarios, tais como triterpenos pentaciclicos e
seus derivados glicosilados, taninos, flavonodides e outros compostos
aromaticos. Devido ao fato de muitas plantas deste género serem
consideradas medicinais, tém sido efetuados diversos estudos de espécies

de Terminalia, os quais levaram ao isolamento de metabdlitos secundarios
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com atividades bioldgicas significativas, destacando-se: anticancerigena,

antimalarica, antifungica, hepatoprotetora, antibacteriana, anti-herpes e
anti-HIV (GARCEZ, 2003).

A espécie Terminalia fagifolia Mart. et Zucc (Figura 1), faz parte da
familia Combretaceae, o qual é constituida por aproximadamente 600
espécies distribuidas em 18 géneros, sendo o género Terminalia composto
por cerca de 200 espécies (PETTIT et al., 1996; LAWRENCE, 1951).

Popularmente é conhecida como capitdo do mato, mirindiba e pau de bicho
no cerrado brasileiro (AYRES et al., 2009). Também chamada vulgarmente

de “camacari, “cachaporra do gentio”, “capitdo do seco” (LORENZI, 1998).

As plantas do género Terminalia sdo ricas em triterpenos pentaciclicos e
seus derivados glicosilados, flavonoides, taninos e outros compostos
arométicos (ARAUJO & CHAVES,2005). Apresentam diversas atividades
farmacoldgicas, tais como antifingica, anti-helmintica, antimalarica,
anticancerigena, hipoglicémica, anti-inflamatoria, antibacteriana,
antioxidante, antiulcerogénica, antiviral, antidepressora, tripanocida,
moluscicida, imunomodulatoria e efeitos hepatoprotetor, cardioprotetor,
dentre outros (DWIVEDI, 2007).

REVISTA TOPICOS - ISSN: 2965-6672

3



REVISTA TOPICOS

Figura 1. Aspecto geral da espécie Terminalia fagifolia Mart. et Zucc. (Fonte:

https://www.scielo.br/j/rod/a/x98mtfRffLHGyDMZPJyszGy/)

2 FUNDAMENTACAO TEORICA OU REVISAO DA LITERATURA
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Terminalia fagifolia Mart. et Zucc é uma planta encontrada no cerrado,

distribuida pela Bahia, Ceara, Goias, Distrito Federal, Piaui, Sdao Paulo,
Maranhdo, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e Minas Gerais. E conhecida
popularmente como capitdo, capitao-do-mato, capitao-do-cerrado, capitao-
do-campo, mirindiba e pau-de-bicho. A arvore é melifera e ornamental,
sendo seus frutos utilizados no artesanato e a madeira pode ser empregada
na marcenaria e construcdo civil. Na medicina popular a casca do caule é
usada no combate a aftas e tumores (ALMEIDA et al.,1998).

A espécie Terminalia fagifolia € uma arvore hermafrodita de até 10 m
densamente fulvo-vilosa, exceto os frutos acraceos ou acinzentado-
pubescentes e o androceu e gineceu glabrosos. Folhas alternadas congestas
com 3 a 8 x 1 a 3 cm, oboval, oblanceolado ou eliptico, membranaceo;
apice mucronado, obtuso ou agudo; nervuras secundarias ascendentes, mais
ou menos ocultas pelo indumento; peciolo com até 8 mm de comprimento,
biglanduloso. Inflorescéncia racemo axilar péndulo, congesto, bracteado,
com aproximadamente 15 flores. Flores com cerca de 7 mm de
comprimento, hermafroditas ou masculinas, sésseis; calice 31 campanulado
com 4 a 5 lobos ovais; pétalas livres, rudimentares, logo caducas; estames
8 a 10, exsertos, em duas séries; filetes longos, anteras rimosas, elipticas,
com conectivo apiculado; ovario infero, unilocular, anguloso, com uma
constricdao logo abaixo do calice, com 2 a 3 oOvulos péndulos. Fruto
samaroide em torno de 7 mm de comprimento, transversoeliptico, bialado;
nicleo  seminifero  central  imperfeitamente  delimitado; alas
descentralizadas, papiraceas, finamente estriadas; semente adnata ao
endocarpo (ALMEIDA et al., 1998)

REVISTA TOPICOS - ISSN: 2965-6672

5



REVISTA TOPICOS

Ensaios microbiologicos avaliando a atividade antibacteriana do extrato

etanolico e fracOes da casca da Terminalia fagifolia foram realizados por
Araujo et al. (2015), sendo que apresentaram atividade antibacteriana para
os microrganismos Staphylococcus aureus Rosenbach, e Staphylococcus
epidermidis Evans, (WINSLOW & WINSLOW, 1908).

Estudos realizados com Terminalia fagifolia demonstraram que o extrato
etandlico das cascas apresenta atividades citotéxica e antioxidante, bem
como a ocorréncia de flavonoides (flavanonas, chalconas e flavanas), 1,3-
diarilpropanos, triterpenos pentaciclicos glicosilados e nado-glicosilados e
um esteroide, o sitosterol. O extrato etandlico das folhas apresenta forte
potencial antioxidante no ensaio do DPPH (SOUSA et al, 2007).

Os antioxidantes podem bloquear ou retardar as acoes dos radicais livres.
Essas acOes podem ser basicamente de duas categorias: naturais e
sintéticas. Na categoria dos sintéticos estdao incluidos o BHA (butil-hidroxi-
anisol) e o BHT (butil-hidroxi-tolueno), frequentemente utilizados em
alimentos contendo lipidios, porém apresentam problemas de seguranca e
toxicidade. Desta forma, as pesquisas tém-se voltado no sentido de
encontrar produtos naturais com potencial antioxidante que possam

substitui-los ou serem usados em associagao (SOUSA, 2007).

Os extratos da casca e das folhas da T. fagifolia apresentaram halos de
inibicdo maiores que 10 mm. Este fato é importante, pois a maioria dos
antibioticos de uso clinico é ativa contra microrganismos sensiveis a partir
de halos superiores a este valor (GONCALVES et al., 2006).
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Os ensaios realizados no teste de difusao em agar pela técnica dos pocos 0s

extratos da casca e das folhas da T. fagifolia apresentaram atividade
inibitoria contra o microrganismo S. aureus. No que se refere ao extrato da
casca o resultado esta de acordo com o estudo realizado por Araujo et al.
(2015).

De acordo com dados da Organizacao Mundial de Saide (OMS), mais da
metade dos habitantes do planeta, especialmente aqueles de paises pobres e
em desenvolvimento, fazem uso de algum tipo de erva na busca de alivio
de sintomatologia dolorosa ou desagradavel. Desse total pelo menos 30%
ocorrem por indicacdao médica (ESTRELA, 1995). Ha informacdes de que
os produtos naturais e as preparacoes fitoterapicas sdo responsaveis por
25% do receituario médico nos paises desenvolvidos e cerca de 80% nos
paises em desenvolvimento (COSTA, 2010). Diante desse panorama, a
OMS vem estimulando os paises, ricos em biodiversidade, a elaborarem
politicas e a desenvolverem produtos de qualidade para o uso na sadde
publica (PIMENTA et al. 2012).

3 METODOLOGIA

Este trabalho envolve a investigacdo de extratos organicos polares por
técnicas analiticas. Extracdao em fase so6lida (SPE) e/ou extracdo liquido-
liquido (LLE) foram utilizadas na etapa de clean-up para que acucares
livres e oligobmeros de proantocianidinas fossem separados da matriz
vegetal bruta. As amostras pré-tratadas foram entdo analisadas por

espectrometria de massas em tandem acoplado a um ion trap com interface
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de ionizacao por electrospray, usando o modo de insercao direta da amostra
(FIA-ESI-IT-MS).

As folhas de Terminalia fagifolia foram coletadas no horto da Universidade
Brasil, Campus de Fernando6polis-SP. Depois de coletadas, as folhas foram
secadas em estufa a 50°C, moidas em moinhos de facas, sendo
posteriormente pesadas, embaladas, etiquetadas e armazenadas em local

seco.

Varios trabalhos vém demonstrando que analises por MS usando o modo de
insercao direta da amostra (FIA), sem a necessidade de complexas etapas
de preparacado e clean-up (resguardando apenas as etapas mais simples que
envolvem: filtracdo, diluicdao e/ou adi¢dao de um modificador para auxiliar a
ionizacdo), tem se destacado como a forma mais representativa e rapida de
estabelecer a composicdo quimica de uma determinada matriz e essa
abordagem tem sido empregada no controle de qualidade e na verificacdao
da autenticidade de diversos tipos de amostras, incluindo bebidas,
alimentos e até mesmo extratos de plantas (MAURI & PIETTA, 2000;
GOODACRE et al., 2002; CATHARINO et al., 2006).

A infusdo de Terminalia fagifolia foi obtida com 1 g de folhas. O material
triturado foi mantido em contato com 10 mL de agua aquecida (80°C) por
10 min. A mistura contendo a solucdo e o material particulado foi filtrado
em papel de filtro e resfriado a temperatura ambiente, em seguida uma
aliquota da solucdo foi novamente filtrada, agora em membrana de PTFE
com poro de 0,45 pm. A infusdo filtrada (500 pL) foi diluida com MeOH

para o volume final de 1 mL e a solucdo introduzida diretamente na fonte
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de ESI por meio de uma seringa de vidro impulsionada por um sistema de

bombeamento em fluxo de 5 pL min™.

4 RESULTADOS E DISCUSSOES OU ANALISE DOS DADOS

Catequinas e taninos condensados sdao frequentemente analisados nos
modos positivo (WU et al., 2005) e negativo (GU et al., 2003) e varias sao
as interfaces empregadas para a geracao desses ions, sendo a ionizagdo por
electrospray (ESI) a interface mais utilizada. Ela é reconhecida como uma
técnica de ionizacdo branda e possibilita a investigacdo dos mais diversos
tipos de matrizes em fase gasosa, incluindo analitos que exibem alta
polaridade, viabilizando assim a caracterizacao estrutural com quantidades
minimas de uma determinada amostra (ARDREY, 2003).

A Figura 2 mostra o espectro de massas em full-scan apresentando os ions
precursores das moléculas desprotonadas ([M — H]~ ) da infusdo de

Terminalia fagifolia.
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Figura 2. Espectro de massas em full-scan apresentando os ions precursores das molécul
desprotonadas ([M — H]- ) da infusdo de Terminalia fagifolia.
(Fonte: os autores)

Fragmentacdo de segunda-ordem (MS/MS) para cada um desses ions levou
a identificacdo de diversos metabdlitos, conforme discutido a seguir e a
nomenclatura utilizada seguiu as recomendacOes sugeridas por MURRAY e
coautores (2006).

A analise por ESI-MS mostrou um pico de ion molecular proeminente em
300 correspondendo ao acido elagico, conforme indicado na Figura 3. O
acido elagico possui propriedades antioxidantes devido a sua capacidade de

neutralizar espécies reativas de oxigénio e nitrogénio. A sua estrutura
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polifenolica é composta por uma porcao hidrofilica e uma porcao lipofilica,

o que lhe permite receber elétrons de diferentes substratos.
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Figura 3. Espectro de segunda ordem do acido eldgico (m/z 301).

(Fonte: os autores)

O padrao de fragmentacdo do acido elagico constitui-se basicamente das
perdas no espectro de segunda ordem (Figura 3) de 44 Da (CO,) e 28 Da

(CO) (SANTOS et al., 2003). Estes ions foram detectados a partir do ion
precursor m/z 301, originando os ions m/z 257 [M — H — CO,] , m/z 229

[M — H - CO2 - COJ e m/z 185 [M - H - 2CO, — COJ" (Figura 4),
respectivamente (MULLEN et al., 2003; SEERAM et al., 2006).
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Figura 4. Padrao de fragmentagdo do acido elagico (m/z 301).

(Fonte: os autores)

Figura 4. Padrao de fragmentacao do acido elagico (m/z 301).
(Fonte: os autores)

O espectro de segunda ordem para o ion em m/z 463, indica a perda de
fragmentos em m/z 415, m/z 353 e um pico bastante proeminente em m/z
301, indicativo do acido elagico, formado a partir da perda de uma hexose,
portanto pelo padrao de fragmentacdo pode-se inferir que se trata de um

derivado do acido elagico, o acido elagico-hexosideo (Figura 5).
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Figura 5. Padrdo de fragmentacdo do acido elagico hexosideo (m/z 463).

(Fonte: os autores)

A Figura 6 indica o padrao de fragmentacdo do ion em m/z 463 e a perda do

fon em m/z 301, correspondente ao acido elagico.
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Figura 6. Fragmentacdo do acido elagico hexosideo (m/z 463).

(Fonte: os autores)

Os resultados obtidos vao de encontro aos dados da literatura, uma vez que
5 CONSIDERACOES FINAIS

O género Terminalia, pertencente a familia Combretaceae, é conhecido por
ser rico em metabolitos secundarios, tais como triterpenos pentaciclicos e
seus derivados glicosilados, taninos, flavondides e outros compostos
aromaticos. A investigacao quimica do genero é importante pois devido ao
fato de muitas plantas deste género serem consideradas medicinais, tém
sido efetuados diversos estudos de espécies de Terminalia, os quais

levaram ao isolamento de metabolitos secundarios com atividades
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bioldgicas significativas, destacando-se: anticancerigena, antimalarica,

antifingica, hepatoprotetora, antibacteriana, anti-herpes e anti-HIV.

Dessa forma, nesse trabalho, buscamos estudar a espécie Terminalia
fagifolia Mart. et Zucc a partir da analise por espectrometria de massas em
tandem acoplado a um ion trap com interface de ionizacdo por electrospray,

usando o modo de inser¢ado direta da amostra (FIA-ESI-IT-MS).

A partir das analises realizadas foram detectados os compostos acidos
elagico e um derivado do mesmo, o acido elagico hexosideo, ambos com

pronunciada atividade antioxidante.
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