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RESUMO

Terminalia brasiliensis (Cambess. ex A. St.-Hil.) Eichler, é conhecida
popularmente como ameéndoa-brava, cerne-amarelo, capitdao-do-campo,
catinga-de-porco, mussambé, entre outros. Sua utilizacdo é amplamente
difundida, sendo usada na medicina popular no tratamento de "barriga
inchada e disenteria"; fornece madeira de lei, para construcao civil,
marcenaria e carpintaria. Este trabalho teve como objetivo identificar
através de reacOes classicas de determinacdo de classes de substancias e
espectrometria de massas a presenca de compostos fenolicos no extrato
hidroalcoolico de folhas e suas fragoes. Foi verificado através de
espectrometria de massas a presenca dos compostos fendlicos
pedunculagina I, acido galico, acido metil elagico e um derivado da
apigenina, 6-C-(2’’-galoil)-B-D-glicopiranosil). Os dados obtidos estdo de
acordo com dados da literatura que indicam que as espécies do
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género Terminalia apresentam diversas atividades farmacolédgicas

reveladas por extratos ou substancias isoladas, tais como antifingica,
antimicrobiana, antioxidante, antidiabética, anti-HIV-1, antimalarica e
outras.

Palavras-chave: = Terminalia  brasiliensis. = Compostos  fendlicos.

Espectrometria de massas.

ABSTRACT

Terminalia brasiliensis (Cambess. ex A. St.-Hil.) FEichler, is popularly
known as wild almond, yellow heartwood, captain-of-the-field, catinga-de-
porco, mussambé, among others. Its use is widespread, being used in folk
medicine in the treatment of "swollen belly and dysentery"; it provides
hardwood for civil construction, joinery and carpentry. This study aimed to
identify, through classical reactions of determination of classes of
substances and mass spectrometry, the presence of phenolic compounds in
the hydroalcoholic extract of leaves and their fractions. The presence of the
phenolic compounds pedunculagin I, gallic acid, methyl ellagic acid and an
apigenin derivative, 6-C-(2"-galloyl)-B-D-glucopyranosyl) was verified
through mass spectrometry. The data obtained are in agreement with
literature data indicating that species of the Terminalia genus present
diverse pharmacological activities revealed by extracts or isolated
substances, such as antifungal, antimicrobial, antioxidant, antidiabetic,
anti-HIV-1, antimalarial and others.

Keywords:  Terminalia brasiliensis. Phenolic compounds. Mass

spectrometry.

REVISTA TOPICOS - ISSN: 2965-6672

2



REVISTA TOPICOS

INTRODUCAO

Os compostos fenolicos tém se tornando de grande interesse, devido as
propriedades benéficas que trazem a sadde, dentre delas encontra-se a
grande capacidade antioxidante para retardar ou inibir a oxidacdao de
moléculas dentro do corpo humano causantes do estresse e algumas
doencas, tais como o cancer. Ademais de apresentar efeitos biolégicos
como acao antimicrobiana, anti-inflamatéria e vasodilatadora dentro do
organismo (ROSSA, 2013; REFOSCO et al., 2019).

Os efeitos terapéuticos de fontes vegetais sao parcialmente explicados por
metabdlitos secundarios fendlicos ou compostos polifenélicos. Portanto,
compostos polifendlicos, que sdo amplamente distribuidos em plantas, sao
de grande interesse para o desenvolvimento de medicamentos especificos
eficazes com efeitos antioxidantes e anti-inflamatdrios. Além disso,
compostos polifendlicos nao tém efeitos nocivos devido a sua
biocompatibilidade e seguranca naturais. Numerosos estudos destacaram o
potencial de alguns residuos alimentares industriais do processamento de
materiais vegetais, incluindo cascas de maca e puré de batata, cascas de
uva, cascas de tomate e cenoura, cascas e sementes de romd e muitos
outros. Esses subprodutos sdo considerados fontes de baixo custo de
compostos biolégicos naturais, incluindo antioxidantes, que tém efeitos

benéficos na saude humana.

O cerne-amarelo (Terminalia brasiliensis) é uma arvore brasileira pioneira
(Figuras 1 e 2), nativa da Mata Atlantica, tanto na floresta ombroéfila

densa como na estacional semidecidual, e do cerrado. Ocorre nos estados
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da Bahia até Sao Paulo, Minas Gerais, Goias, Mato Grosso do Sul e norte

do Parana.

Em Sao Paulo é encontrada na floresta ombroéfila do sudeste e do litoral sul,
na floresta semidecidua e no cerrado do centro e do oeste do estado,

nas matas ciliares do centro, e nas matas paludosas do Sudoeste.

Outros nomes populares: amarelinho, merendiba, améndoa-brava (CE),
capitao-do-campo, chunava, mussambé (BA), canoé-de-botao, imbu-d'anta,
capitdo. A dispersdao de suas sementes se da por anemocoria
(TAMASHIRO, 2012).

Este trabalho teve como objetivo tracar o perfil quimico preliminar através
das reacoes classicas de identificacao de classes de substancias no extrato
hidroalcodlico e fracoes das folhas da espécie vegetal, bem como utilizar a
espectrometria de massas (FIA-ESI-IT-MS) para identificacio de

compostos fenolicos na infusdo de folhas.
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Figura 1. Aspecto da arvore inteira de Terminalia brasiliensis.

Fonte: https://www.flickr.com/photos/mauroguanandi/10777165613/in/photostream/
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Figura 2. Aspecto geral das sementes de Terminalia brasiliensis.

Fonte: https:/www.flickr.com/photos/mauroguanandi/10777165613/in/photostream/

Na Tabela 1, encontram-se a classificacdo cientifica de Terminalia

brasiliensis.

Tabela 1. Classificacdo botanica de Terminalia brasiliensis.

CLASSIFICACAO CIENTIFICA

Reino Plantae
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Infrarreino Streptophyta

Superdivisao Embryophyta
Divisdo Tracheophhyta
Subdivisao Spermatophytina
Classe Magnoliopsida

Superordem  Rosanae

Ordem Myrtales
Familia Combretaceae
Género Terminalia
Espécie T. brasiliensis

Nome binomial
Terminalia brasiliensis
(Cambess. Ex A. St.-Hil.) Eichler

1 FUNDAMENTACAO TEORICA OU REVISAO DA LITERATURA

As plantas do género Terminalia sdo extensamente distribuidas nas areas

tropicais do mundo e conhecida como uma fonte rica de metabdlitos
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secundarios, tais como triterpenoides pentaclicos e seus derivados

glicosilados, flavonoides, taninos e outros compostos aromaticos
(SALEEM et al, 2002; KATERETE et al, 2003).

Estudos de sua morfologia indicam que possui altura de 8-16 m, com
tronco de 40-50 cm de diametro. Folhas alternadas espiraladas,
estreitamente obovadas a espatuladas, subcoriaceas, glabras e glabrescentes
na face superior, esparso glandulado-pontuadas a tomentoso-ferrugineas na
inferior, com nervuras e peciolo pilosos quando novas, de 6-9 cm de
comprimento; entren0s alongados proximo ao apice braquiblastico.
Inflorescéncias em racemos terminais denso-tomentosos. Flores amarelas,

actinomorfas. Os frutos sao samaras.

A avaliacdo e confirmacdo das propriedades curativas de varias espécies de
plantas do género Terminalia com base em seus usos tradicionais e
alegacoes clinicas sao de extrema importancia. Q)
genero Terminalia recebeu mais atencao para avaliar e validar o potencial
terapéutico e aprovacao clinica devido as suas imensas aplicacoes
medicinais  populares e  tradicionais. @ Varias  espécies  do
género Terminalia sdao usadas na forma de fitoterapia e formulacdes, no
tratamento de doencas, incluindo dor de cabeca, febre, pneumonia, gripe,
geriatria, cancer, para melhorar a memoria, dor abdominal e nas costas,
tosse e resfriado, conjuntivite, diarreia, distirbios cardiacos, hanseniase,
doencas sexualmente transmissiveis e disturbios do trato urinario. Sao
relatadas como possuidoras de inimeras propriedades biol6gicas, contando:

antibacteriana, antifungica, antiinflamatéria, antiviral, antirretroviral,
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antioxidante e antiparasitaria. Esta revisdao de pesquisa atual tem como

objetivo atualizar as atividades biologicas detalhadas, estudos pré-clinicos
e clinicos de varios extratos e metabdlitos secundarios de diversas espécies
de plantas do género Terminalia , juntamente com informacdes sobre os
usos tradicionais e composicdo quimica para desenvolver uma estratégia
promissora para suas potenciais aplicacoes na forma de medicamentos ou
uso em formulacdes modernas de medicamentos para tratar doencas como
pneumonia, gripe e outros tipos de infecc¢Ges virais ou controlar contagios
humanos (DAS, 2020).

Em relacdo a sua Fitoquimica, a literatura descreve o isolamento de onze
triterpenos do tipo oleanano, ursano e lupano foram isolados das folhas de
Terminalia brasiliensis, daturadiol, 6-beta-di-hidroxi-olean-12-eno, 3beta-
hidroxi-30-norlupan-20-ona, lupenona, beta-amirenona, alfa-amirenona,
lupeol, beta-amirina, alfa-amirina, betulina, eritrodiol e uvaol, além de
esqualeno, sitosterol e alfa-tocoferol. As estruturas desses compostos
foram identificadas por anélise espectral de RMN de 'H e '3C e comparacio
com dados da literatura (ARAUJO et al, 2005).

2 METODOLOGIA

O material coletado (folhas de Terminalia brasiliensis) foi seco em
temperatura ambiente e triturado em moinho de facas e martelo. A partir de
6,3 kg do material vegetal seco e estabilizado, o extrato bruto etanolico
(355,98 g) foi obtido por meio de extracdo etanolica exaustiva em aparelho
de Soxhlet e posteriormente concentrado em evaporador rotatorio, com

pressao reduzida, a temperatura de 65 °C e 150 rpm. A partir do extrato
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bruto foram obtidas as fracoes n-hexano (57,98 g), acetato de etila (3,36 g)

e hidroalcoolica remanescente (291,73 g) por particao liquido/liquido com
solventes de polaridade crescente (CARVALHO et al., 2009).

As fracOes do extrato hidroalcoodlico da espécie S Terminalia brasiliensis
foram submetidas ao ensaio fitoquimico de acordo com Moreira (1979). Os
grupos quimicos pesquisados foram os fendis, taninos, flavonoides,

flavonéis, flavonas.

Para uma avaliacdo inicial, analisou-se o extrato hidroalcodlico 7:3 (v/v)
por meio de FIA-ESI-IT-MS no modo de insercao direta da amostra e
analise por full scan em modo negativo. O extrato hidroalcoélico seco (1
mg) foi dissolvido em 1 mL de metanol grau HPLC, aplicado em cartucho
SPE (RP18) e filtrado através de membrana PTFE 0,45 pm . A elui¢do do
suporte RP18 foi feita com a mistura H,O:MeOH, 8:2, v/v. O filtrado foi

introduzido diretamente na fonte ESI através de uma seringa de vidro
impulsionada por meio de um sistema de bombeamento em fluxo de 10 pL.
min.-1. O mesmo procedimento foi realizado com o extrato em etanol
absoluto e posteriormente com a fracdao aquosa proveniente do extrato em

etanol absoluto.

O desenvolvimento de métodos analiticos que combinam menor tempo de
analise, maior sensibilidade e seletividade, simplicidade de manuseio,
baixo custo e potencialidade adequada para automacdao constitui-se num
campo de pesquisa amplo e em constante expansdao na darea de Quimica
Analitica. Nesse contexto, a analise por injecdo em fluxo, FIA - Flow

Injection Analysis tem sido explorada com sucesso na analise de grande
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diversidade de substancias, proporcionando varias vantagens, tais como,

uso de instrumentacao versatil, baixo custo dos componentes do sistema,
elevada frequéncia de amostragem, consumo reduzido de reagentes e
amostras e, consequentemente, reducao na geracao de residuos (RUZICKA
& HANSEN, 2008; DANET et al.,2001). Além disto, o sistema FIA pode
ser automatizado, minimizando os riscos de intoxicacdo do analista devido
a uma menor exposicdo aos reagentes e amostras em comparacao aos

procedimentos manuais.

Nos ultimos anos, varios trabalhos vém demonstrando que analises por MS
usando o modo de insercao direta da amostra (FIA), sem a necessidade de
complexas etapas de preparacao e clean up, resguardando somente as
etapas mais simples que envolvem: filtracdo, diluicao e/ou adicdao de um
modificador para auxiliar a ionizacdo. Este método tem se destacado como
uma forma mais representativa e rapida de estabelecer a composicao
quimica de uma determinada matriz e essa abordagem tem sido empregada
no controle de qualidade e na verificacao 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).

O processo de ionizacdo por ESI ocorre quando um solvente volatil
contendo os analitos é bombeado através de um fino capilar de aco
inoxidavel. Uma alta tensdao € aplicada a ponta deste capilar, e como
consequéncia deste forte campo elétrico, a amostra que sai pelo capilar

estara dispersa em um aerossol composto por goticulas de solvente e
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analito altamente carregadas (YAMASHITA e FENN, 1984). Este processo

é auxiliado por um gas inerte (geralmente nitrogénio e chamado de gas de

nebulizacdo) que é introduzido na fonte ESI, fluindo externamente ao
capilar. Este fluxo de gas esta em temperaturas elevadas (150-200 °C) e

auxilia na evaporacao do excesso solvente e na formacdo do aerossol.

Embora os mecanismos que estdo envolvidos nos processos de ionizacdao
por ESI ndo tenham sido completamente elucidados, existem dois
principais mecanismos propostos. O modelo do residuo carregado (CRM —
charged-residue model) e o modelo da dessorcao de ions (IDM - ion-
desorption model). Nestes dois mecanismos, a ionizacao tem inicio pela
formacdo do aerosol, produzido por um processo que envolve a formacado
do cone de Taylor, a partir da ponta do capilar. O cone de Taylor foi
descrito por Geoffrey Ingram Taylor, em 1964, baseado nos trabalhos de
Zeleny. O cone comeca a se formar quando as microgotas de um solvente
eletricamente condutivo sdo expostas a fortes campos elétricos, causando
uma deformacdo em sua superficie, que entdo surge como um cone com 0s
lados convexos e ponta arredondada. Conforme o campo elétrico aumenta
excedendo a tensao do solvente, o cone se inverte e um jato € lancado,
formando um spray. Neste momento ocorre a formacdo de mintsculas
gotas de solvente contendo o analito e repleto de cargas elétricas positivas
ou negativas (de acordo com o modo de analise). Como as microgotas de

solvente sofrem acdo de um fluxo de N, aquecido, elas passam a evaporar,

tendo seu diametro reduzido rapidamente. Com isso as cargas ali contidas
passam a ter maior proximidade, e consequentemente maior repulsdao

eletrostatica. Quando esta repulsao atinge uma for¢a maior do que a tensao
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do solvente ocorre um colapso, que promove ruptura da microgota com

consequente formacgdo de outras gotas de solvente e analito menores ainda
(Figura 10). Esse processo ¢ chamado de fissao Coulombica porque ocorre
por forcas de repulsao Coulombicas (eletrostaticas). A partir deste ponto os
dois mecanismos se diferenciam. Segundo o CRM, as microgotas
continuam a sofrer a evaporagao e fissdo num processo continuo até que
tenha ocorrido a total dessolvatacao das moléculas, e assim ocorre a
transferéncia das cargas que estavam contidas no solvente para o analito,
para formacao de um ion isolado (Figura 10A). Ja o modelo IDM considera
dque com a evaporacao, as goticulas de solvente chegam o determinado raio
em que a densidade elétrica na sua superficie é grande o suficiente para
expulsar os analitos diretamente para fora da goticula, neste momento
ocorreria a transferéncia de carga entre o solvente e o analito (Figura 10B).
Existe ainda muita discussao quanto ao mecanismo exato de transferéncia
de cargas entre o solvente e o analito, mas acredita-se que ambos 0s
mecanismos ocorram de acordo com o tipo de analito, ou seja, CRM ocorre
em quando o analito é composto por moléculas hidrofilicas, enquanto o
IDM se aplicaria melhor para moléculas hidrofébicas (YAMASHITA e
FENN, 1984).

REVISTA TOPICOS - ISSN: 2965-6672

13



REVISTA TOPICOS

Cone de Microgota

Taylor multicarregada
Capilar ' ; : 2

Fissdo

o Repulsio

Fonte 1 B
Maiko Coulémbica

Evaporagio
e Fissdo

=@ e @,,,/.
; \

Formagio de io

Figura 3. Modelo de ionizagao por electrospray: (A) modelo do residuo carregado, e (B

modelo de dessor¢do de ions.

RESULTADOS E DISCUSSOES

A abordagem fitoquimica do extrato hidroalcodlico e suas fracoes

mostraram os resultados indicados na Tabela abaixo:

Tabela 2. Andlise fitoquimica preliminar do extrato hidroalcoélico bruto e

suas fracoes.

Extrato N
Classe de ) . Fracao
hidroalcoodlico .
compostos Hexanica
bruto
Fenois + +
Taninos
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+ + +
Flavonbis,

+ + -
Flavonas
Flavonoides + + +

(+) presenca e (-) auséncia

O primeiro evento foi uma varredura completa (full-scan) do espectro de
massas para adquirir os dados dos ions na faixa m/z estabelecida. A partir
dos dados da primeira varredura, obteve-se 0s Pproximos eventos
(experimentos MSn) para ions precursores pré-selecionados com energia de
colisdao entre 25 e 30% da energia total do instrumento. Utilizou-se o
software Xcalibur versao 1.3 (Thermo Finnigan®) durante a aquisicao e
processamento dos dados espectrométricos. A Figura 11 mostra o espectro
de massas em full-scan apresentando os ions precursores das moléculas
desprotonadas ([M — H]-) do extrato hidroalcodlico das folhas de

Terminalia brasiliensis.

O método ESI-MS"™ foi utilizado para identificar os compostos
predominantes no extrato bruto de folhas de Terminalia brasiliensis. Dessa
forma, o ion [M-H]~ de m/z 783 foi reconhecido por sua fragmentacao
MS/MS em m/z 419 como isomero de pedunculagina I. O ion em m/z 315

correspondente ao acido metil elagico, o ion em m/z 169 correspondente ao
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acido galico e o ion em m/z 619 correspondente ao derivado galoilado da

apigenina.

Intans
wind .
! 169.0515  315.0750

ti_

123,084

619.1012

7B3.0771

B95.0807 1267.1164

200 400 600 800 1000 1200 1400

Figura 4. Espectro de massas em modo full scan da infusdo das folhas de Terminalia

brasiliensis.

O espectro de massas de varredura completa do extrato hidroalcodlico no
modo negativo (m/z 100-1500) mostrou a presenca de ions moleculares
[M-H]" relativos a uma variedade de compostos fenolicos, conforme

indicado na Tabela 3 abaixo:

Tabela 3. Compostos detectados por espectrometria de massas e respectivas

formulas estruturais.

Composto m Formula Estrutural
detectado /z
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6-C-(2”’-galoil)- 6
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A Tabela 4 indica os ions filhos provenientes da fragmentacao (MS-MS) e

suas respectivas formulas moleculares.

Tabela 4. Substancias detectadas por espectrometria de massas (FIA-ESI-

IT-MS).

Composto detectado

Bis-HHDP-hex

Pedunculagin I

Acido metil el4gico

Formula [M- MS-MS
Molecular HJ (m/z)
301, 602
C34Hy40 783 o
34112422 481
C15HgOg 315 300, 272,
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244

Acido gélico C;HgOs 169 125

6-C-(2”-galoil)-B-D-

CogH24014 619 582
glicopiranosil

3 CONSIDERACOES FINAIS

A andlise fitoquimica de Terminalia brasiliensis, confirmou os dados
apresentados pela literatura, indicando que os compostos majoritarios
encontrados no extrato hidroalcodlico das folhas sao compostos fenoélicos.
Os compostos polifenolicos sdo um conjunto heterogéneo de moléculas que
tém como caracteristica ter estrutura composta por varios grupos
benzénicos substituidos por hidroxilas. Muitos estudos relatam que os
compostos fendlicos tém um grande papel como sequestradores de radicais
livres e por isso, se tornam importantes para a prevencao e terapia de
doencas. O acido galico detectado nesse estudo e os demais compostos sao
fortes antioxidantes naturais, uma vez que, diminuem a peroxidacdo

lipidica e sao conhecidos compostos antiulcerogénicos e antimutagénicos.
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