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RESUMO

Combretum duarteanum Cambess., popularmente conhecida como
mofumbo, é uma espécie exclusiva da América Latina, geralmente
associada a ambientes da caatinga, com uso popular para fins medicinais,
dentre elas para o tratamento de inflamacdo e infecgdes. Tais efeitos
geralmente estao associados aos seus principais constituintes, dentre eles
aos compostos fendlicos presentes. Neste trabalho foi realizada a
abordagem fitoquimica das folhas da espécie a partir da analise da infusdao
a partir da técnica de FIA-ESI-IT-MS. Foram detectados uma série de
compostos fenodlicos, tais como 2-O-galoilpunicalina, Quercetina-7-O-
galoilglicosideo, Seringetina hexosideo, Acido elagico hexosideo, Acido
elagico, Camferol, Ester fenetil de acido cafeico e acido galico. Os dados
obtidos sdo consistentes com dados da literatura para a presenca desses
compostos bioativos.

Palavras-chave: Combretum duarteanum Cambess. Compostos fenodlicos.

Uso popular.
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ABSTRACT

Combretum duarteanum Cambess, popularly known as mofumbo, is a

species exclusive to Latin America, generally associated with caatinga
environments, with popular use for medicinal purposes, including for the
treatment of inflammation and infections. Such effects are generally
associated with its main constituents, among them the phenolic compounds
present. In this work, the phytochemical approach of the leaves of the
species was carried out from the analysis of the infusion using the FIA-
ESI-IT-MS technique. A series of phenolic compounds were detected, such
as 2-O-galloylpunicalin, Quercetin-7-O-galloylglucoside, Syringetin
hexoside, Ellagic acid hexoside, Ellagic acid, Kaempferol, Caffeic acid
phenethyl ester and gallic acid. The data obtained are consistent with
literature data for the presence of these bioactive compounds.

Keywords: Combretum duarteanum Cambess. Phenolic compounds.

Popular use.
1 INTRODUCAO

Combretaceae é formada por dezoito géneros e se subdivide em 2
subfamilias: Strephonematoideae e Combretoideae, totalizando mais de
600 espécies (STACE, 2010). Combretum e Terminalia se destacam em
numero de 17 espécies, pois englobam juntos cerca de mais de 2/3 da
biodiversidade da familia, caracterizando os géneros mais relevantes para
estudos de potencial de bioatividade. Botanicamente sao classificadas
como Angiospermas dicotiledoneas e possuem representantes classificados

como arbdreos ou arbustivos dependendo da constituicdo estrutural dos
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tecidos de sustentacao influenciados pelas condi¢des de solo e clima locais.

A anatomia dos oOrgdos vegetativos e reprodutivos sao bem peculiares da
familia, como folhas opostas, sem estipulas e presenca de tricomas
geralmente escamosos. Apresentam inflorescéncias envolvidas por bracteas
muitas vezes presentes com tamanho reduzido chamado bractéolas. Os
orgaos reprodutivos podem ser tetrameros ou pentameros, dependendo do
género. Receptaculo floral com 4 ou 5 sépalas (LOIOLA; SALES, 1996). A
caracteristica distintiva da familia sao os pelos combretaceos com paredes
espessas na epiderme das folhas, variando de tamanho e morfologia
(MAURIN et al., 2010).

Combretum duarteanum Cambess é uma planta medicinal do norte e
nordeste do Brasil, conhecida popularmente como "Vaqueta" ou "Caatinga-
branca". As infusdes preparadas com a parte aérea do C. duarteanum sao

usadas na medicina popular para o tratamento da dor e como sedativo.

Popularmente C. duarteanum € utilizado na preparacao de chas para tratar
dor e inflamacdo. A presenca de compostos como flavonoides, taninos e
triterpenos em trabalhos com representantes da espécie coletados na
Caatinga deve estar correlacionada com o potencial etnofarmacoldgico
dessa espécie vegetal (LIMA et al., 2013; GUIMARAES, 2010).

Essa indicacdo etnofarmacolégica foi verificada na acdo anti-inflamatdria
em testes com extrato bruto em colite induzida in vivo (LIMA et al., 2017).
Também com o extrato bruto, Gouveia et al. (2011) obtiveram acdo

antioxidante e antiedematogénica em experimentos com camundongos.
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Este trabalho teve como objetivo avaliar a constituicao fitoquimica de

Combretum duarteanum, utilizando espectrometria de massas e a técnica
FIA-ESI-IT-MS.

2 FUNDAMENTACAO TEORICA

Combretum duarteanum ¢é classificada botanicamente como pequena arvore
(arvoreto) ou arbustos (Figura 1) com ramos desde a base até o apice
caulinar, altura que compreende de 2,5 a 5 m, ricos em tricomas lepidotos
que podem ser hialinos ou ferrugineos nos Orgdaos vegetativos e

reprodutivos, com caule e ramos.

A Encontrado na América do Sul como, nos estados do Norte e Nordeste do
Brasil. No Sudeste, por exemplo em Sdo Paulo, Minas Gerais e no Centro-
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Oeste, conforme indicado no mapa de distribuicdao abaixo (Figura 2).

NN

Figura 2. Mapa de distribuicdo de Combretum duarteanum Cambess.
Fonte: (https://www.worldfloraonline.org/taxon/wfo-0000616249#distributionMap)

Segundo dados da literatura, a atividade antioxidante de Combretum
duarteanum Cambess. foi investigada in vitro usando o ensaio da
lipoperoxidacdo e teste para investigacao da atividade sequestradora de
radicais hidroxila (@ OH) e 6xido nitrico (NO). Nestes protocolos, o0 EEC
apresentou efeito sobre a lipoperoxidacdo, com acdo sequestradora dos
radivais NO e @ OH. A atividade antinociceptiva foi investigada utilizando
os testes das contorcOes abdominais induzidas pelo acido acético,
formalina e placa quente em camundongos. O EEC (100, 200 e 400 mg/kg,

i.p.) reduziu significativamente o comportamento nociceptivo dos animais
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(38,1, 90,6 e 97,8%, respectivamente). Este extrato também reduziu o

tempo em que o animal lambeu a pata na 1* fase (30,5 e 69,5%, 200 e 400
mg/kg) e 2% fase (38,1, 90,6 e 97,8%, todas as doses) do teste da formalina.
O EEC aumentou o tempo de permanéncia dos animais na placa quente,
efeito este que foi revertido pela naloxona, sugerindo a participacao do
sistema opioide no mecanismo de acdao do EEC. A administracao do EEC
(200 e 400 mg/kg; i.p.) exibiu atividade anti-inflamatoéria frente ao edema
de pata induzido pela carragenina e acido araquidonico em ratos. Esses
resultados indicam que o EEC possui atividade antinociceptiva mediada
por vias centrais, com possivel participacdo do sistema opioide. Além de
acdo antinociceptiva e anti-inflamatéria associadas a mecanismos
periféricos, com provavel acdo inibitéria da sintese de prostaglandinas e
pela contribuicdo do seu potencial antioxidante (GOUVEIA, 2011).

As espécies do género Combretum apresentam inumeros metabdlitos
secundarios com propriedades biolégicas conhecidas, como taninos, di e
triterpenos e seus derivados glicosilados, saponinas, flavondides,
cumarinas, estilbenos, derivados do acido elagico e de fenantreno,
alcaloides e bibenzilas. Apresentam diversas atividades farmacologicas,
tais como anticolinesterase, antiparasita, antileshimania, antimalaria,
larvicida, antibacteriana, antimicrobiana, antifingica, antitripanossomica,
hipoglicemiante, anti-inflamatéria, antinociceptiva, antitumoral, antiviral,
antitussigena, cardiovascular, imunoestimulante, citotoxica, moluscicida,
anti-hepatotoxicidade, antiespasmodica, gastrointestinal, geniturinaria
(LIMA et al., 2012).
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3 METODOLOGIA

As folhas de Combretum duarteanum Cambess. coletadas (522,5 g) foram
submetidas ao processo de secagem em estufa a 50°C por 6 dias
consecutivos. Apds secagem, as mesmas foram trituradas e moidas em
moinho de facas. O p6 obtido foi extraido com etanol 70%, por meio de
percolacgdo exaustiva (PRISTA, 1995). O po6 foi intumescido com 2 litros de
etanol a 70%. Em seguida, o percolador foi empacotado homogeneamente
com a mistura (p6 + etanol a 70%) e o efluente foi coletado na vazao de 2,0
mL/min/Kg.

Apbs a extracao, o liquido extrator foi rotaevaporado sob pressao reduzida,
em temperatura menor que 45°C. O extrato bruto foi transferido para um
vidro e deixado em capela até completa eliminacao do solvente. Obteve-se
28,4 g de extrato hidroalcodlico (8,5 %).

Em vista do exposto e conhecendo, em parte, a composicao quimica da
planta, foi realizada nesta etapa do estudo, a caracterizacdo dos metabolitos
secundarios presentes no extrato hidroalcéolico das folhas de Combretum
duarteanum Cambess. por FIA-ESI-IT-MS".

Foi utilizado 1 mg dos extratos secos em etanol 70% dissolvendo-os em 1
mL de metanol grau HPLC. A solucdo foi filtrada em membrana de PTFE
com poro de 0,45 pm. A solucdo filtrada foi introduzida diretamente na
fonte de ESI por meio de uma seringa de vidro impulsionada por meio de

um sistema de bombeamento em fluxo de 5 pL min™'.
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Escolheu-se 0 modo negativo para geracao e analise dos espectros de

massas em primeira-ordem (MS), bem como para os demais experimentos

em multiplos estagios (MS").
4 RESULTADOS E DISCUSSOES

O primeiro evento foi uma varredura completas (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 MS" para ions precursores pré-selecionados com energia de

colisdo entre 25 e 30% da energia total do instrumento.

Utilizou-se o software Xcalibur versdao 1.3 (Thermo Finnigan®) durante a

aquisicao e processamento dos dados espectrométricos.

Recentemente a técnica de ESI-MS com insercao direta de amostra tem
mostrado ser uma ferramenta rapida, eficiente e de grande sensibilidade.
Ela é capaz de gerar informacGes especificas sobre a composicdo quimica
de matrizes bastante complexas, as quais apresentam substancias de ampla
faixa de peso molecular, bem como substancias de média e alta polaridade,
tais como acidos fendlicos, proantocianidinas, catequinas e flavondides,
comumente encontrados em extratos polares de espécies vegetais
(SAWAYA et al., 2004). Tendo em vista estas caracteristicas, nesta etapa
foram realizados experimentos de FIA-ESI-IT-MS para a obtencdo e
comparacdo dos perfis dos infusos em modo negativo, o que permitiu

estabelecer e confirmar a composicdo quimica da espécie investigada.
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A figura 3 mostra o espectro de massas em full-scan apresentando os ion

precursores das moléculas desprotonadas ([M — H]") do extrato EtOH 70%
das folhas de Combretum duarteanum Cambess.
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Figura 3. Espectro de massas em full-scan apresentando os ions precursores das molécul

desprotonadas ([M — HJ").

A partir da analise dos espectros de massas em full-scan do extrato EtOH
70% destacam-se o0s ions precursores M - H, m/z 933 (2-O-
galoilpunicalina), m/z 625 (Quercetina-7-O-galoilglicosideo), m/z 507
(seringetina hexosideo), m/z 463 (acido elagico hexosideo), m/z 301 (acido
elagico), m/z 283 (éster fenetil do acido cafeico), m/z 285 (Camferol) e
m/z 169 (acido galico). As férmulas moleculares dos compostos detectados

estdo apresentadas na Tabela 1.
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Tabela 1. Compostos detectados na infusdao das folhas de Combretum

duarteanum Cambess. e respectivos m/z em modo negativo.

m/z
Nomedo ([M )
Formula Estrutural
composto —
HI")
2-0O-
galoilpuni 933
calina
Quercetin l| A
a-7-0O- HO ™~ S OO O g
625 R
galoilglic T T T ™
OH OH O
osideo
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Observou-se sinal de molécula desprotonada [M-H]" em m/z 285. A
fragmentacao de segunda-ordem ndo foi estavel, porém, da analise dos
fragmentos apresentados no espectro full scan (MS2) observa-se o padrao
de fragmentacdo Retro-Diels Alder com ions em m/z 151 e em m/z 134,

evidenciando que esta substancia é o canferol (Tabela 1).

Em relacdo ao canferol, observa-se que origina ion em m/z 163, conforme

demonstrado na Figura 4.
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Kaemplerol

OH O miz 285

Figura 4. Fragmentacdo do canferol.
Fonte: (GONCALVES et al, 2023)

O composto natural canferol, presente principalmente no reino vegetal, tem
varios efeitos benéficos para os humanos. As fontes alimentares
de canferol sdo geralmente frutas e vegetais. Avancos recentes na
instrumentacdo  aumentaram a  capacidade de  identificacdo
de glicosideos de canferol e derivados de canferol, cuja ingestdao também
foi relacionada a varios beneficios a satde, conforme relatado em
varios estudos epidemioldgicos. Os alvos moleculares do canferol incluem
principalmente fatores de transcricao, mediadores inflamatoérios, proteinas
citocinas e quinases , peptideos, citocromos, fatores nucleares, enzimas

antioxidantes, genes do ciclo celular e hormonios (LIMA, 2022).

O ion precursor m/z 301 (Tabela 1) corresponde a molécula desprotonada

do acido elagico. A partir da perda de dioxido de carbono (CO,) chega-se

ao ion produto com m/z 257. O ion em m/z 257 perde uma molécula de

monoxido de carbono (CO) formando o fragmento com m/z 229 (Figura 5).

Na Figura 5 sugerimos o processo de fragmentacao do acido elagico.
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Figura 5. Fragmentacdo (MS/MS) do acido elagico (m/z 301).

Na Figura 6, sugerimos o processo de fragmentacdo do acido elagico.
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Figura 6. Proposta de fragmenta¢do do acido elagico.
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Fragmentacoes de segunda ordem (MS/MS) do ion em m/z 463 (acido

elagico hexosideo), leva aos ions produtos em m/z 415, 353 e 301 (Figura
7).

DE #110-121 RT: 202-224 AV: 12 NL: 1.44E5
T:c Full ms2 463008300 [12600.80000) 347
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ﬂ' Ty T ryrfgrreoea
160 200 260 300 350 45 500

Figura 7. Fragmentacoes de segunda ordem (MS/MS) do ion em m/z 463 (4cido elagicc

hexosideo).
Fonte: (RODRIGUES, 2007)

Dessa forma, evidencia-se na espécie estudada, uma variedade de
compostos fenodlicos, os quais sdao importantes antioxidantes. Isso resulta
da facilidade com a qual um atomo de hidrogénio de um grupo hidroxil
(OH) da sua estrutura aromatica € doado para um radical livre, bem como a
habilidade da mesma em suportar um elétron nao-emparelhado através do
deslocamento do mesmo ao redor de todo o sistema de elétron da molécula
(DUTHIE et al., 2003). Entre os compostos fenolicos da dieta com uma
reconhecida atividade antioxidante, destacam-se os flavonoides, taninos,
chalconas, cumarinas e os 4cidos fenélicos (MARTINEZ-VALVERDE et
al., 2000). A atividade antioxidante destas substancias é de interesse
nutricional, uma vez que tem sido associada a potencializacdo de efeitos

promotores da saude humana através da prevencao de varias doencas.
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CONSIDERACOES FINAIS

Combretum duarteanum Cambess., pertencente a familia Combretaceae é
empregada na composi¢ao ou formula¢des de medicamentos, biofarmacos
com acdo terapéutica, profilatica, destinadas ao uso humano e animal e,
também seu emprego em composicoes cosméticas. Os dados obtidos nesse
estudo, corroboram os dados da literatura, os quais indicam que extratos de
folhas de C. duarteanum apresentam intumeros compostos fenolicos com

efeito anti-inflamatorio e pronunciada atividade antioxidante.
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