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Resumo

A Myracrodruon urundeuva, conhecida popularmente como aroeira, pertence a familia
Anacardiaceae. E uma planta bastante conhecida na medicina popular nordestina,
sendo muito utilizada por suas acfes antioxidante, anti-inflamatoéria e cicatrizante.
Seus efeitos farmacoldgicos sdo atribuidos a presenca de metabdlitos secundarios
produzidos pela planta. Dentre as principais classes de produtos do metabolismo
secundario se encontram os flavonoides, taninos e terpenos. Devido a grande
importancia desses compostos presentes na aroeira, associados ao amplo uso da
planta na medicina tradicional, torna-se relevante a realizacdo de estudos mais
aprofundados, afim de se conhecer os componentes presentes na planta e que sao
responsaveis pelos efeitos terapéuticos. Este trabalho teve como objetivo caracterizar
0os metabdlitos secundarios presentes na casca de M. urundeuva. Para as andlises
fitoquimicas, extraiu-se 0s componentes da casca utilizando solventes que
apresentam polaridades diferentes. Para obtencdo dos extratos brutos utilizou-se
como solventes etanol e agua. O extrato bruto etandlico foi obtido por técnica de
percolacdo enquanto o extrato bruto aquoso por ultrassom. O extrato bruto etandlico
foi submetido ao fracionamento em aparato de Soxhlet, utilizando como solventes,
hexano, acetato de etila e metanol. As fracdes recolhidas foram submetidas a técnicas
cromatograficas afim de se identificar a presenca de flavonoides, taninos e terpenos
em cada fracdo. Amostras de cada fracdo foram ressuspendidas, filtradas e
submetidas a analise utilizando cromatégrafo UPLC Acquity Waters® acoplado a
espectrobmetro de massas de captura de elétrons e ionizador quimico a pressao
atmosférica (APCI), em coluna de fase reversa Acquity UPLC® BEH [1,7um, 50x2mm),
FM: agua:ac. férmico 0,1% (A) e acetonitrila:ac. formico 0,1% (B), 0-11 min.gradiente
linear 5-95%B, com fluxo de 0,3mL/min, 4,0uL], UV 190-450 nm. Através do estudo
fitoquimico, pbde-se caracterizar os flavonoides urundeuvina A, urundeuvina B e
urundeuvina C, o tanino tri-O-galoil-1,5- anidro-glucitol, ainda néo identificado nessa

espécie, e os terpenos 30-nor-24-metilenocicloartanol e 24-metilenocicloartanol.

Palavras-chave: Aroeira, Myracrodruon urundeuva, metabdlitos secundarios,

flavonoides, taninos, terpenos, andlise fitoquimica
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Abstract

Myracrodruon urundeuva, popularly known as aroeira, belongs to the family
Anacardiaceae. Aroeira is a well-known plant in Northeastern folk medicine, being
widely used for its antioxidant, anti-inflammatory and healing actions. Its
pharmacological effects are attributed to the presence of secondary metabolites
produced by the plant. Among the main classes of secondary metabolism products are
flavonoids, tannins and terpenes. Due to the great importance of these compounds
present in aroeira, associated with the wide use of the plant in traditional medicine, it
IS relevant to carry out further studies in order to know the components present in the
plant and that are responsible for the therapeutic effects. This work aimed to
characterize the secondary metabolites present in the shell of M. urundeuva. For the
phytochemical analyzes, the shell components were extracted using solvents having
different polarities. To obtain the crude extracts ethanol and water were used as
solvents. The crude ethanolic extract was obtained by percolation technique while the
crude aqueous extract by ultrasound. The crude ethanolic extract was subjected to
fractionation in Soxhlet apparatus, using hexane, ethyl acetate and methanol as
solvents. The collected fractions were submitted to chromatographic techniques in
order to identify the presence of flavonoids, tannins and terpenes in each fraction.
Samples from each fraction were resuspended, filtered and subjected to the analysis
using Acquity Waters® UPLC chromatograph coupled to an electron capture mass
spectrometer and atmospheric pressure chemical ionizer (APCI), on an Acquity
UPLC® BEH reverse phase column [1.7 pym, 50x2mm), FM: water: approx. 0.1%
formic (A) and acetonitrile: aq. 0.1% formic (B), 0-11 min linear gradient 5-95% B, flow
0.3 mL/min, 4.0 yL], UV 190-450 nm. Through the phytochemical study, the flavonoids
urundeuvine A, urundeuvine B and urundeuvine C, tannin tri-O-galloyl-1,5-
anhydroglucitol, not yet identified in this species, and terpenes 30-nor-
24methylenecycloartanol and 24-methylenecycloartanol.

Key words: aroeira, Myracrodruon urundeuva, secondary metabolites, flavonoids,

tannins, terpenes, phytochemical analysis
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1- INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais para efeitos curativos ndo € uma prética recente.
Documentos antigos relatam o uso de plantas com potencial medicinal de pelo menos
ha 4000 a.C. Ao longo dos séculos, os produtos de origem vegetal com principios
medicinais se tornaram uma importante base para o tratamento de diferentes doencas

no mundo e na manutencao da saude (Phillips & Gentry, 1993).

A espécie Myracrodruon urundeuva Allemao, conhecida popularmente como
aroeira, € nativa da América do Sul. E nativa em regides da caatinga e cerrado
brasileiro (Monteiro et al. 2011). A presenca de metabolitos secundarios na casca da
aroeira confere caracteristicas de resisténcia natural da madeira frente a acdes
bioldgicas e quimicas (Queiroz et al. 2002), motivo pelo qual a planta é largamente
explorada na fabricacdo de méveis, o que a colocou na lista de espécies ameacadas

de extingéao.

Estudos com espécimes oriundos da caatinga demonstraram a presenca de
taninos, flavonoides (Araujo, 2008) e terpenos como constituintes de extratos, bem
como os efeitos farmacologicos dessa planta. Como o estudo de Carlini et al (2010),
a qual demonstraram efeito protetor de mucosa gastrica em ratos. Em um outro
estudo, chalconas isoladas de M. urundeuva foram eficazes contra conjuntivite
induzidas por ovoalbumina em porquinhos da india (Mendonca et al, 2011). Vieira et
al. (2015), demonstraram efeito antioxidante e de inibicdo da enzima tirosinase a partir
de extrato metandlico da casca de aroeira.

No presente trabalho, técnicas cromatogréficas classicas aliaram-se a técnicas
mais sofisticadas a fim de se caracterizar, isolar e identificar os compostos presentes
na casca da aroeira. A analise fitoquimica € uma importante ferramenta e contribui na
avaliacdo da seguranca das partes utilizadas como remeédios, uma vez que diversas

plantas sdo amplamente utilizadas na medicina popular.



2- OBJETIVOS

2.1- Obijetivo Geral:

Caracterizar os grupos de metabdlitos secundarios presentes na casca da espécie

Myracrodruon urundeuva, aroeira, proveniente do cerrado.

2.2- Objetivos especificos:

e Obter extrato aquoso e etandlico da casca de M. urundeuva.

e Particionar o extrato etanolico bruto com solventes de grau crescente de
polaridade.

e Detectar a presenca de flavonoides, taninos e terpenos em cada fracdo
através de cromatografia em camada delgada.

e Caracterizar as substancias de cada classe de metabdlito secundario
através de UPLC- MSMS.



3.REVISAO DA LITERATURA
3.1-Uso de plantas medicinais

Desde os primérdios das civilizacbes, espécies vegetais com potencial
medicinal sdo utilizadas pelo ser humano, e com o passar dos séculos e modernizagao
das civilizagdes, os produtos de origem vegetal se tornaram um importante
instrumento para o tratamento de diversas doencas no mundo inteiro. As plantas
medicinais sdo importantes fontes de fitoterapicos e de descoberta de diversos novos

farmacos (Brito et al., 2015).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) cerca de 80% da populacdo
mundial faz uso de plantas na amenizagdo ou cura de doengas (Lima et al. 2010). No
Brasil, nos tempos atuais, as plantas medicinais e seus derivados se encontram entre
0S principais recursos terapéuticos, sobretudo entre as populacdes de baixa renda,
seja na medicina tradicional ou popular, e nos programas implementados pelo SUS
(Brasil, 2006).

As plantas medicinais sdo importantes para a pesquisa farmacoldgica e o
desenvolvimento de farmacos, ndo somente quando seus constituintes sdo usados
diretamente como agentes terapéuticos, mas também como matérias-primas para a

sintese, ou modelos para compostos farmacologicamente ativos (Brasil, 2006).

Segundo a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, “a selegao
de espécies vegetais para estudo farmacolégico pode ser baseada no seu uso
tradicional por sociedades tradicionais, no contetdo quimico e toxicidade, na selecao
ao acaso ou pela combinacéo de varios critérios. Uma das estratégias mais comuns
€ o0 estudo da medicina tradicional e/ou popular em diferentes culturas, conhecida

como etnofarmacologia” (Brasil, 2006).

Devido a seu extenso territério, o Brasil € o pais de maior biodiversidade do
planeta que, associada a uma rica diversidade étnica e cultural, dettm um valioso
conhecimento tradicional associado ao uso de plantas medicinais e tem o potencial
necessario para desenvolvimento de pesquisas com resultados em tecnologias e

terapéuticas apropriadas (Brasil, 2006).



3.4- Myracrodruon urundeuva

A espécie M. urundeuva (Fig.1) € conhecida popularmente como aroeira e
pertence a familia Anacardiaceae. Segundo Monteiro & Albuquerque (2010), € uma
arvore nativa da América do Sul, tendo prevaléncia na caatinga e cerrado sendo
bastante conhecida em diversos estados brasileiros, ocorrendo desde o estado do
Ceara até o estado do Parana. Essa planta atinge até 20 metros de altura,
dependendo da regido em que se encontra, caracterizando-se por um Unico tronco
reto e cilindrico (Santin & Leitdo, 1991). A planta € explorada como fonte de madeira,
combustivel e principalmente como remédio. Essas praticas sdo responsaveis por
colocar a planta na categoria de ameacadas de extingdo, devido a exploracao
predatoria (Albuguerque & Andrade, 2002).

Figura 1. Nome cientifico: Myracrodruon urundeuva, nome popular: aroeira. Foto:
Julcéia Camillo, 2016.

A aroeira é utilizada largamente por suas propriedades farmacologicas. Sua
entrecasca (Fig. 2) possui propriedades anti-inflamatérias, adstringentes, antialérgicas
e cicatrizantes (Viana et al., 1995). As raizes sdo usadas no tratamento de reumatismo
e as folhas séo indicadas para o tratamento de Ulceras (Almeida et al., 2009). A aroeira

€ uma das plantas mais utilizadas na medicina tradicional nordestina, principalmente



como acado anti-inflamatodria e cicatrizante no tratamento de ferimentos, gastrites,

Ulceras gastricas, cervicites, vaginites e hemorroidas (Lorenzi & Matos, 2005).

Figura 2. Tronco da aroeira do sertdo (M. urundeuva). Disponivel em:

<www.arvoresdf.com.br>

O efeito antimicrobiano do extrato da aroeira talvez seja o mais bem estudado
até o presente momento onde diversos trabalhos na literatura tém testado o extrato
da aroeira na inibicdo do crescimento bacteriano. (Machado & Oliveira, 2013). Além
disso, outros efeitos e propriedades do extrato da aroeira tem sido testado, como seu
efeito antiulcerogénico e protetor da mucosa gastrica (Machado & Oliveira, 2013).

Em estudos anteriores com extratos etandlicos de M. urundeuva, indicaram
presenca de diferentes grupos de metabdlitos secundarios, entre eles, flavonoides,
taninos e terpenos na maioria das espécies (Bessa, 2013), sendo evidenciado
também por Araujo (2008) em estudos com espécimes oriundos da caatinga.


http://www.arvoresdf.com.br/

3.2- Metabdlitos secundarios

Os metabdlitos secundarios ou micromoléculas, sédo originados a partir do
metabolismo primario através de rotas biossintética e enzimas especificas. Em geral,
0s metabolitos secundarios, apresentam estrutura complexa, baixo peso molecular,
atividades bioldgicas marcantes, podendo ser encontrados em baixas concentracdes
e em grupos de plantas especificos (Simdes et al., 2007). S&o responsaveis por
diversos efeitos bioldgicos para a planta, sdo essenciais para sua adaptacdo ao
ambiente e aumentam suas chances de sobrevivéncia, uma vez que diversos desses
metabdlitos agem em defesa da planta, atuando como antibiodticos, antifungicos e
antivirais contra possiveis patégenos e também como atrativos de animais
responsaveis pela polinizacdo. Além disso alguns desses metabdlitos constituem
importantes compostos que protegem a planta contra a luz ultravioleta evitando danos
nas folhas (Fumagalli et al, 2008). Os compostos secundarios despertam também
grande interesse pelas amplas atividades farmacoldgicas que possuem, e que podem

ser usados em diversas patologias (Pereira & Cardoso, 2012).

Segundo Simdes et al. (2007), a origem de todos os metabdlitos secundarios
pode ser resumida a partir do metabolismo da glicose, via dois intermediarios
principais: o acido chiquimico e o acetato (Fig. 3). Nessa figura destaca-se a formacao
dos metabdlitos secundarios que sdo objetos deste estudo.

GLICOSE
l
| |
Acido chiquimico Acetil-Coh
Via mevalonabe
Isoprencides
Flavonoides,

Taninos condensados Terpenoides

Figura 3. Representacgéo simplificada do ciclo biossintético dos metabdlitos

secundarios terpenoides, flavonoides e taninos condensados. Adaptado de Santos, 2001.



3.2.1- Flavonoides

Flavonoides sdo substancias provenientes do metabolismo secundéario de
diversas espécies de plantas. Os flavonoides (Fig. 4) biossintetizados a partir da via
dos fenilpropanoides representam uma importante classe dos polifendis e estédo
amplamente distribuidos no reino vegetal (Santos & Mello, 2006). Sdo considerados
um dos maiores grupos de metabdlitos secundarios das plantas, ocorrendo
amplamente em frutas, folhas, chas e vinhos (Silva et al., 2015). Nas plantas, os
flavonoides s&@o responsaveis por diversas fungdes, como protecdo contra fungos,
insetos, virus e bactérias, acao antioxidante, atrativo para insetos e outros animais
com a finalizac&o de polinizacdo, além de inibidores de enzimas, entre outros (Santos
& Mello).

Mais de 8.000 flavonoides ja foram identificados e sua estrutura basica consiste
em um nucleo fundamental, constituido de quinze atomos de carbono arranjados em
trés anéis (C6-C3-C6), sendo dois aneéis fendlicos substituidos (A e B) e um pirano

(cadeia heterociclica C) acoplado ao anel A (Santos & Mello, 2006).

)

Figura 4. Estrutura basica dos flavonoides (Santos & Mello, 2006)

Suas principais classes sdo as antocianinas, flavanas, flavonas, flavonadis e
isoflavonoides (Lazary, 2010). A diversidade estrutural dos flavonoides pode ser
explicada devido as modificacbes que cada uma das classes pode sofrer, como:
hidroxilagdo, metilagcéo, acilacdo, glicosilacdo, entre outras (Koes et al., 1994). No

diagrama abaixo (Fig. 5) se encontra representada sua rota biossintética.
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Figura 5. Biossintese de flavonoides. Adaptada de DEWICK (2009).



Essas classes polifendlicas, desde a década de 80, se destacam por suas
propriedades farmacoldgicas (Silva et al., 2015) como antitumoral, antioxidante, anti-

inflamatoria, antiviral entre outros (Santos & Mello, 2006).

Técnicas modernas e sofisticadas para identificacdo e quantificacdo de
compostos fenolicos foram desenvolvidas, como por exemplo a cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE), fazendo com que os métodos classicos, como cromatografia
em camada delgada (CCD) e eletroforese de papel, sejam utilizadas mais comumente
para identificagdo e acompanhamento rapido de polifendis em extratos vegetais e em
fracionamentos. Sendo assim os flavonoides podem ser separados, quantificados e
identificados em uma operacao por acoplamento de HPLC a detectores de ultravioleta

(UV), massa ou ressonancia magnética nuclear (RMN) (Andersen & Markham, 2006).

by

Devido a presenca dos anéis fenilicos, os flavonoides apresentam enorme
facilidade para deteccdo em UV e apresentam duas bandas caracteristicas (bandas |
e Il) (Fig. 6). Estudos sobre essa classe de metabdlito secundario por espectrometria
UV demonstraram que a maioria das flavonas e flavondis exibem banda | que absorve
de 320 a 285nm que representa o anel B, e banda Il que absorve de 250 a 285 nm,

representando o anel A (Yao et al., 2004).

Banda |

;
O  Bandall

Figura 6. Representacdo dos anéis e respectivas bandas de absor¢do no UV em
flavonoides. Adaptado de DEWICK (2009).
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3.2.2- Taninos

Taninos séo definidos classicamente como substancias fendlicas soltveis em
agua com massa molecular entre 500 e 3000 daltons. Apresenta capacidade de
complexar-se com proteinas sendo essa a base para suas atividades farmacoldgicas,
ajudando no processo de cura de feridas, queimaduras e inflamagdes por formar uma
camada protetora sobre o tecido danificado, facilitando o processo natural de cura
(Santos & Mello, 2006). Haslam (1989), evidenciou efeito semelhante em casos de
Ulcera géstrica, onde ocorreu formacdo de uma camada protetora na mucosa
estomacal através do complexo tanino-proteina. Os taninos sao classificados em
hidrolisaveis e condensados, e sua ocorréncia tem padrdes diferentes em diversas
espécies de plantas (Santos & Mello, 2006). Os taninos hidrolisaveis (Fig. 7) séo
ésteres de acido galico e de &cido hexahidroxidifénico e glicose, além de outros
polidis. Os taninos condensados ou procianidinas (Fig. 8) sdo polimeros de
flavonoides, cujos monémeros sao unidos por uma ligacdo carbono-carbono (Costa,
2003).

Os galotaninos e elagitaninos sdo exemplos de taninos hidrolisaveis e apoés
hidrélise produzem &cido gélico e &cido elagico respectivamente. Os taninos
condensados podem conter de duas a cinquenta unidades flavonoides, possuem
estrutura complexa e sao resistentes a hidrélise, porém podem ser sollveis em

solventes organicos aquosos, dependendo de sua estrutura (Battestin, 2004).

Diversos estudos ja evidenciaram importante acdo antibacteriana, sobre
protozoarios, na reparacao de tecidos entre outros, sendo esse efeito dependente da

dose e dos diferentes tipos de taninos utilizados (Castejon, 2011).
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Figura 8. Formulas estruturais: a) flavonoide basico. B) flavan-3-ol e c) procianidina
(tanino condensado). (Costa, 2003)
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3.2.3- Terpenos

Os terpenos ou terpenoides constituem um grupo muito grande e
estruturalmente diversificado de metabdlitos secundarios amplamente encontrados no
reino vegetal, ocorrendo desde liquens e algas até plantas superiores (Dornelas &
Mazzafera, 2006). Bohimann & Keeling, 2008, sugerem que existam cerca de 40.000
diferentes tipos de terpenoides na natureza. O termo “terpenoide” € usado para
designar todas as substancias cuja origem biossintética deriva de unidades do
isopreno. Os terpenos sao classificados quanto ao numero de carbonos presentes na
estrutura e quanto ao numero de unidades isoprénicas (tabela 1), onde os menores
terpenos contém 5 carbonos em seu esqueleto e apenas uma unidade isoprénica sédo

denominados hemiterpenos (Nascimento, 2016).

Tabela 1: classificacdo dos terpenos (Santos & Mello, 2006).

N2 DE N2 DE ATOMOS DE CARBONO NOME OU CLASSE
UNID.
1 5 A isopreno
2 10 d_J_ monoterpenoides
3 15 W sesquiterpenoides
4 20 A J_J__J_ diterpenoides
5 25 PO OO O sesterpenos
6 30 W\W triterpenoides
8 40 MMMM tetraterpenoides
n n polisoprenoides

Os terpenos sdo comumente associados aos 6leos essenciais, uma vez que a
maioria dos 6leos volateis sdo constituidos principalmente por terpenos, a destacar-
se monoterpenos (cerca de 90% dos 6leos essenciais) e sesquiterpenos (Santos &
Mello, 2006). Dentre as func¢des biologicas atribuidas aos terpenos, destacam-se a
biossintese de hormonios, protecdo contra raios UV, protecao térmica, atrativo para
polinizadores, estabilizacdo de membrana e protecao contra predadores (Dornelas &
Mazzafera, 2006).
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Devido a suas caracteristicas quimicas, os terpenos sdo amplamente utilizados
nas indastrias de alimentos, cosméticos e industria farmacéutica que além de sua
utilizacdo como aromatizante em medicamentos de uso oral, sdo também utilizados
em funcéo de suas propriedades terapéuticas (Santos & Mello, 2006). Cowan (1999),
evidenciou em seus estudos uma ampla acéo terapéutica atribuida a diferentes tipos
de terpenos, abrangendo as principais classes de antimicrobianos. O tricorabdal A,
um diterpeno, extraido da Rabdosia trichocarpa, mostrou uma forte atividade
antibacteriana in vitro contra Helicobacter pylori (Kadota et al., 1997). Em um outro
estudo, Ayafor et al (1994) isolou da semente de Aframomum daniellii, um tipico
tempero camaronés, o diterpeno afromodial que apresentou atividade antifiungica de
amplo espectro. Artemisina e seu derivado a-arteether, conhecido como ginghaosu, é
um sesquiterpeno utilizado no tratamento de malaria (Vishwakarma, 1990). O &cido
betulinico triterpenoide demonstrou inibir o virus do HIV. O mecanismo de a¢édo dos
terpenos ndo é bem elucidado, porém acredita-se que envolve a ruptura das

membranas pelos compostos lipofilicos (Cowan, 1999).

3.3- Andlise fitoquimica

Para se identificar e isolar os metabolitos secundarios presentes nas espécies
vegetais, tal como na aroeira, € necessaria uma analise fitoquimica da droga vegetal.
Segundo Simdes et al. (2008), a analise fitoquimica é importante principalmente
quando ainda ndo sdo dispostos todos os estudos quimicos com espécies de
interesse popular, tendo como principal objetivo conhecer os compostos quimicos e
avaliar sua presenca nas espécies vegetais identificando grupos de metabdlitos

secundarios relevantes (Santos & Mello, 2006).

A triagem fitoquimica € um procedimento importante para bioprospecc¢éo das
espécies vegetais de interesse farmacolégico e/ou toxicolégico. A composicao
quimica de um extrato pode ser conhecida através de testes quimicos qualitativos
rapidos e de baixo custo, sugerindo as possiveis classes de metabdlitos secundarios
de interesse (Mattos, 1997).

Devido a importancia farmacolégica dos taninos, flavonoides e terpenos, a

analise desses metabdlitos tem chamado a atenc¢éo, de onde surge a importancia e
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necessidade de estudos de otimizagcdo dos métodos de preparo de materiais vegetais
com o objetivo de diminuir erros. E inconveniente a andlise de tecidos frescos,
tornando-se indispensavel a secagem do material, de preferéncia em temperatura
ambiente, uma vez que temperaturas elevadas podem diminuir a concentracao
desses compostos (Santos & Mello, 2006). Para a extracado desses compostos, deve-
se atentar a selecao do solvente adequado, outro fator de suma importancia, afim de
preservar as concentragcdes dos compostos de interesse. Técnicas classicas de
separacao de constituintes fendélicos de extratos vegetais podem incluir cromatografia
em camada delgada, cromatografia em coluna, e técnicas mais sofisticadas incluem

a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (Santos & Mello, 2006).
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6- METODOLOGIA
6.1- Coleta

Para realizacdo da analise fitoquimica no presente estudo, foi utilizada matéria-
prima vegetal proveniente do entre casca de aroeira (M. urundeuva), previamente

coletada, secada em temperatura controlada (40°C) e triturada em moinho de facas.

A matéria prima foi coletada pelo professor Dr. Geraldo Célio Branddo, em
janeiro de 2017, no distrito de Fechados (latitude: -18.8167; longitude: -43.8667),
pertencente ao municipio de Santana do Pirapama, localizado no Estado de Minas

Gerais.

A exsicata do material vegetal foi depositada no herbario do Departamento de
Botanica do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFMG, sob numero de identificacdo
BHCB 48733.

6.2- Extracao

A amostra foi submetida a trés diferentes métodos de extragdo com o objetivo
de separar componentes com diferentes graus de polaridades.

6.2.1- Extrato etandlico bruto

Para a obtencdo do extrato etandlico bruto, 1500g de droga vegetal foram
pesados e transferidos para um percolador previamente preparado com algodéao e
areia afim de se filtrar a solugcédo extratora. Posteriormente foi adicionado quantidade
suficiente de etanol (Emfal®), aproximadamente 2.000 mL, cobrindo toda a droga
vegetal, a fim de se extrair substancias de varias polaridades. A abertura superior do
percolador foi tampada e a solucéo extratora ficou em repouso por dois dias para que
o solvente penetrasse de forma homogénea por toda a droga vegetal potencializando
seu efeito. Logo apds, o liquido foi recolhido através de uma torneira com velocidade

de gotejamento constante (15- 30 gotas/minuto) (Fig. 9).
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Figura 9. Processo de percolacdo em etanol da casca de M. urundeuva.

O percolado foi transferido para um baldo de fundo redondo e levado ao
rotaevaporador (IKA™ RV 10 Control V Auto Rotary) com temperatura média de 40°C,
rotacdo de 50 rpm e baixa presséo, afim de se recuperar o solvente presente na
solugdo. O solvente recuperado foi novamente transferido para o percolador e
acrescentado juntamente com solvente novo, totalizando no final do processo
aproximadamente 4.000mL. A extracdo foi realizada em intervalos de dois em dois
dias até que o percolado apresentasse coloracdo fraca, indicando assim o

esgotamento da droga vegetal para essa extracao.

O extrato recolhido com a evaporacdo do solvente, foi transferido para um
recipiente de vidro previamente pesado e levado a estufa com temperatura controlada,
40°C, a fim de se eliminar completamente o solvente. Recolheu-se uma pequena
fracdo do extrato para técnicas cromatograficas e analise em UPLC (Ultra

Performance Liquid Chromatography) acoplado com espectrometro de massas.
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6.3.2- Extrato aquoso bruto

A obtencdo do extrato aquoso foi através de ultrassom (Mini-son-THORNTON.
Especeletronica S.A.), extraindo da droga vegetal componentes com alta polaridade.
Vinte e cinco gramas da droga vegetal foram pesados em balanca (KERN 440-53) e
transferidos para um erlenmeyer de 250mL. Foram realizados quatro ciclos de 60
minutos. No primeiro ciclo, foi acrescentado ao erlenmeyer 100mL de 4gua destilada,
qguantidade suficiente para cobrir toda a amostra. O recipiente com a droga vegetal
umedecida foi levado ao ultrassom. Nos ciclos posteriores, foram adicionados mais
25mL de agua destilada. ApoOs cada ciclo a solucao foi filtrada, e armazenada em um
erlenmeyer de 250mL. Ao final do ultimo ciclo, aliquotas de 35mL foram transferidas
para tubos falcons com capacidade de 50mL e acondicionadas em geladeira até sua
liofilizacdo. As amostras foram liofilizadas em liofilizador (Mirtis-BtK4XL®), o extrato

liofilizado foi armazenado em um eppendorf para posterior analise em UPLC-MSMS.

6.3.3- Extracdo sequencial

Cerca de 50 gramas do extrato etandlico bruto foram transferidos para aparelho
de Soxhlet recém preparado com cartucho de papel de filtro (Fig. 10). Utilizou-se trés
solventes diferentes em ordem crescente de polaridade. O primeiro solvente utilizado
foi o hexano (Synth®) afim de se extrair constituintes apolares, o segundo solvente foi
0 acetato de etila (Neon) para extrair compostos de polaridade intermediéaria e, por
ultimo, utilizou-se metanol (Vetec®) afim de se extrair substancias mais polares. Para
cada extracao, utilizou-se 600mL do respectivo solvente. As fracdes recolhidas foram
levadas a um rotaevaporador com temperatura média de 40°C, rotacdo de 50 rpm e
baixa pressao. Os extratos foram transferidos para vidro de penicilina previamente
pesados e tampados com papel aluminio perfurado para completa evaporacdo do

solvente.
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Figura 10. Fracionamento do extrato etandlico bruto da casca de M. urundeuva em

aparato de Sohxlet.

6.4- Perfil cromatografico

A cada extracdo, foram realizadas cromatografias em camada delgada

comparativas, de fase normal, a fim de se identificar a presenca de flavonoides e

terpenos. As placas cromatograficas foram preparadas com silica gel (Vetec®) como

fase estacionaria. As condi¢cdes cromatogréficas, para o extrato bruto etandlico e

aquoso, estdo descritas na tabela 2. Na identificacdo de flavonoides nos extratos

brutos, foi pesquisada a presencga de heterosideos e geninas.

Tabela 2- Condi¢des cromatogréficas para os extratos brutos.

Flavonoides Terpenos

F E Silica gel (fase normal) Silica gel (fase normal)
F. M. Heterosideos: ACOEL: Ac. formico: Ac. acético: | AcOEL Hexano (4:2)

H20 (10:1,1:1,1:2,7)

Genina: CHCl;: ACOEL (6:4)
Padrao Heterosideos: Rutina Ac. oleandico

Genina: Quercetina - citosterol
Revelador NP/PEG Liebermann-Bunchard

Anisaldeido
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Nas fragbes hexano, acetato de etila e metanol, tanto para flavonoides quanto
para terpenos, foram usadas silica gel como fase estacionaria e hexano: acetato de
etila (4:2) como fase moével. Os reveladores utilizados foram NP/PEG, seguido de
visualizacdo no UV para flavonoides e anisaldeido sulfurico seguido de aguecimento

a 100°C por 5 minutos.

ercolador Ultrassom
Etanol H20
Rotavapor Liofilizado
\/ \/
Extrato bruto Extrato bruto
(EtOH) » * (H20)
]» 50g
\
Soxhlet
\ \ \
Hexano AcOEt MeOH
600mL 600mL 600mL

» <UPLC-MSMS

Figura 11. Fluxograma da metodologia de estudos fitoquimicos dos extratos aquoso

e etandlico e fracdes casca de M. urundeuva.

6.5- Caracterizacao e identificacao

Para identificacéo e purificacdo dos compostos, uma aliquota de cada extrato
foi filtrada em seringa acoplada a um filtro de 0,21um e solubilizado em metanol grau
HPLC. A analise do extrato etandlico bruto e das fracdes hexanica e acetato de etila

foram realizadas utilizando um cromatégrafo liquido UPLC Acquity Waters® acoplado
20



com espectrémetro de massas de captura de elétrons e ionizador quimico a presséo
atmosfeérica (APCI). A separagdo cromatografica foi feita em coluna Acquity UPLC®
BEH (1,7um, 50x2 mm d.i.) (Waters®). A fase movel utilizada foi composta de
agua:acido formico 0,1% (solvente A) e acetonitrila:acido férmico 0,1% (solvente B),
com protocolo de eluicdo 0-11 minutos em gradiente linear de 5-95% B. O fluxo foi 0,3
mL/min., e o volume de injegdo da amostra de 4,0uL. Registrou-se o espectro de UV
de 190-450 nm.

As analises em espectrometria de massas foram realizadas com equipamento
operando nas seguintes condi¢cdes: modos positivo e negativo; voltagem do capilar,
3500 V; temperatura do capilar, 320 °C; voltagem da fonte, 5 kV; temperatura do
nebulizador 320 °C; corrente elétrica, 5 mA e gas de arraste nitrogénio, com pressao
de 27 psi. As analises foram realizadas no modo full scan (100-2000 u). As analises
ESI MS/MS foram feitas em um UPLC Acquity Waters®, com hélio como gas de
colisdo, com energia de colisdo de 30 eV. A analise em espectrometro de massas foi
feita em um analisador quadrupolo acoplado com uma fonte de eletronspray no modo

negativo. Voltagem do ion spray: -4 kV e voltagem da fenda -60 V.
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7- RESULTADOS E DISCUSSAO
7.1- Perfil cromatografico

As fracBes foram submetidas a cromatografia em camada delgada afim de
identificar os compostos presentes em cada fracdo. No extrato bruto etandlico,
esperava-se encontrar compostos com amplos espectros de polaridade. Sendo assim,
nessa fracao foi verificada a presenca de flavonoides e terpenos. A presenca de
heterosideos foi confirmada através do aparecimento de fluorescéncia caracteristica
de flavonoides no extrato etandlico bruto apds revelacdo com NP/PEG e visualizadas
sob luz UV (Fig. 12 e Fig. 13). Sendo assim confirmou-se a presenca de flavonoides

nesse extrato.

Figura 12. Cromatoplaca do extrato aquoso bruto e extrato etandlico bruto de casca de M.
urundeuva. EtOH- extrato bruto etandlico; H20- extrato bruto aquoso; Quer- quercetina;Rut- rutina.
Revelador: NP/PEG.

Figura 13. Cromatoplaca do extrato aquoso bruto e extrato etandlico bruto de casca de M.
urundeuva. EtOH- extrato bruto etandlico; H20- extrato bruto aquoso; Quer- quercetina; Rut- rutina.
Revelador: NP/PEG.
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A presenca de terpenos no extrato bruto etandlico foi confirmada através do
surgimento de manchas caracteristicas no visivel apos revelacdo com Liebermanm-
Burchard e anisaldeido para amostras de referéncias, acido oleandico e B-citosterol,
respectivamente (Fig. 14 e Fig. 15).

Figura 14. Cromatoplaca do extrato aquoso bruto e extrato etandlico bruto de casca de M.
urundeuva. EtOH- extrato bruto etandlico; H20- extrato bruto aquoso; Ac.Olea- acido oleandico.

Revelador: Liebermanm- Burchard.

Figura 15. Cromatoplaca do extrato aquoso bruto e extrato etandlico bruto de casca de M.
urundeuva. EtOH- extrato bruto etandlico; H20- extrato bruto aquoso; b-cito- b-citosterol. Revelador:

anisaldeido.
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Apbs a deteccdo dos metabdlitos secundérios de interesse presentes em maior
quantidade no extrato etandlico bruto, o mesmo foi fracionado. O primeiro solvente
utilizado foi o hexano, onde identificou-se a presenca de terpenos (Fig. 16) uma vez
gue essas substancias possuem baixa polaridade, tal como o solvente utilizado. O
segundo solvente foi o acetato de etila, onde foi possivel a identificacdo de
flavonoides, conforme demonstrado na figura 17, que mostra o0 aparecimento de

manchas roxas apos revelado com anisaldeido (terpenos) e NP/PEG (flavonoides).

Hex AcOEt

Figura 16. Cromatoplaca das frag8es hexanica e acetato etilénica da de casca de M.
urundeuva. Hex- fragdo hexanica; AcOEt- Fracdo acetato de etilénica. Revelador: anisaldeido.

Aquecimento 100°C, 5 minutos

Figura 17. Cromatoplaca das fracBes hexanica e acetato etilénica da casca de M. urundeuva.

Hex- fragcdo hexanica; ACOEt- Fracdo acetato de etila. Revelador: NP/PEG. UV.
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7.2- Caracterizacao

A etapa de identificacdo dos compostos se iniciou apos a obtencdo de amostras
enriquecidas através das metodologias j& descritas. A identificacdo dos metabdlitos

secundarios foi realizada utilizando UPLC-MSMS.

7.2.1- Flavonoides

A caracterizacao da fracao acetato etilénica mostrou a presenca de 3 chalconas
(chalcona A, chalcona B, chalcona C) com razdo massa/carga (m/z) 525, 523 e 541
respectivamente, obtidos em modo negativo. O espectro de ultravioleta de flavonoides
apresenta duas bandas de maior absorcao de 240 a 400nm, sendo a banda | (304 a
350nm) e a banda Il (240 a 280nm) (Andersen & Markham, 2005).

Na tabela abaixo se encontra as bandas caracteristicas, além da razéo
massa/carga e o tempo de retencédo de cada uma das chalconas identificadas nessa

fracao (tabela 3):

Tabela 3. Bandas de UV caracteristicos das chalconas isoladas do extrato

acetato etilénico da casca de M. urundeuva.

Pico Composto m/z TR (min.) Bandas UV
MS” (nm)
1 Chalcona A 525 4,49 286/ 330
2 Chalcona B 523 4,45 283/ 321
3 Chalcona C 541 3,98 281/ 322

No perfil cromatogréafico abaixo (Fig. 18) podemos observar picos com tempos
de retencdo de 3,98, 4,45 e 4,49 min., que apresentaram bandas caracteristicas de

flavonoides no UV.
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Figura 18. Perfil cromatografico do extrato acetato etilénico obtido por UV- DAD da

casca de M. urundeuva.

O primeiro composto analisado foi 0 de maior tempo de retencéo (4,49), que
apresentou no espectro de massa modo negativo, a espécie desprotonada e m/z 525
Da. Trés outros isbmeros de mesma razdo massa/carga foram detectados no extrato
desta espécie vegetal. As andlises de MS? permitiram sugerir tratar-se de uma
chalcona dimérica (Fig. 19). Este achado corrobora com o estudo de Bandeira et al.
(2003), onde foi isolado pela primeira vez a urundeuvina A, chalcona dimérica.
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Figura 19. Espectro de massas da chalcona A, presente na fragdo acetato etilénica

da casca de M. urundeuva.

A proposta de fragmentacao para essa substancia encontra-se abaixo (Fig. 20).
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Figura 20. Proposta de fragmentacéo da chalcona A, presente na fragdo acetato etilénica da
casca de M. urundeuva.

O segundo composto analisado foi o de tempo de retencao 4,45 min. e m/z 523
Da no modo negativo. As analises CLAE-MS permitiram identificar a presenca de dois

isbmeros com essa razdo massa/carga nos tempos de retencédo 3,93, 4,09 e 4,55 min.
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A urundeuvina B isolada por Bandeira e colaboradores (2003), apresenta essa mesma

massa molar, sugerindo que um dos isdmeros presente na fragcdo em aceto de etila

poderia ser a urundeuvina B. O espectro de massas de segunda ordem para o isdbmero

com tempo de retencdo 4,55 min. esta apresentado na figura 21.
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Figura 21. Espectro de massas da chalcona B presente na frac@o acetato etilénica da

casca de M. urundeuva.

A proposta de fragmentacao para essa substancia encontra-se abaixo (Fig.

22).
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Figura 22. Proposta de fragmentac&o da chalcona B, presente na fragéo acetato

etilénica da casca de M. urundeuva.

O terceiro composto analisado foi o0 de menor tempo de retencdo 3,98 min. e
m/z 541 Da no modo negativo. Foram encontrados 2 isdmeros, entretanto nao foi
realizada a sua fragmentacéo. Dessa forma € possivel inferir sua presenca baseada
na massa encontrada no modo negativo, estando de acordo com o estudo de Bandeira

et al. (2003). Sendo essa substancia a urundeuvina C.

A partir dos dados encontrados e com o respaldo da literatura, € possivel
sugerir que as chalconas encontradas nesse estudo, sdo as mesmas encontradas
anteriormente no estudo de Bandeira e colaboradores (2003), se tratando da
urundeuvina A (chalcona A), urundeuvina B (chalcona B) e urundeuvina C (chalcona
C). (Fig. 23)
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Figura 23. Estrutura das Chalconas identificadas na fragéo acetato etilénica da casca

de M. urundeuva. A) urundeuvina A; B) urundeuvina B; C) urundeuvina C.

7.2.2- Taninos

Na andlise do extrato etandlico bruto foi possivel detectar a presenca de alguns
taninos, sobretudo um tanino hidrolisavel (tanino A), escolhido para a caracterizagéo.
O tanino A foi inicialmente caracterizado de acordo com o seu espectro de UV. Abaixo
estd representado o cromatograma deste extrato (Fig. 24). Essa substancia

apresentou tempo de retengcéo em 3,27 min.
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Figura 24. Cromatograma do extrato etandlico bruto da casca de M. urundeuva.

O espectro de UV da substancia analisada, apresenta banda caracteristica de

taninos em 278 nm (Fig. 25). Verza et al. (2007), descreve a banda caracteristica de

taninos hidrolisaveis em torno de 280 nm devido a presenca de acido galico.

= nm

380 400

Figura 25. Banda caracteristica dos taninos presentes no extrato etandlico bruto da

casca de M. urundeuva no UV.
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O tanino analisado apresentou razdo massa/carga igual a 619 no

modo

negativo. Foram encontrados 3 isomeros presentes na planta (Fig. 26).
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Figura 26. Isdbmeros do tanino A presente no extrato etandlico bruto da casca de M.

urundeuva, no modo negativo.

O espectro de massas (Fig. 27) dessa substancia permite sugerir ser um

galotanino com trés acidos gdlicos esterificando uma molécula de glucitol. Sendo

demonstrado através do aparecimento de picos caracteristicos da perda de cada

unidade de acido gélico da molécula. A analise foi feita no modo negativo, e sua m/z

foi 619, conclui-se assim que a massa dessa molécula é 620 g/mol.
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Figura 27. Espectro de massas do tanino A, presente no extrato etanélico bruto da

casca de M. urundeuva.

A proposta de fragmentacao dessa substancia encontra-se abaixo (Fig. 28).
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Figura 28. Proposta de fragmentacédo do tanino A, onde o pico m/z 279 n&o aparece

no espectro por se tratar de um composto instavel.

A partir dos dados obtidos pode-se sugerir que a substancia analisada se trata
do tri-O-galoil-1,5-anidro-glucitol, embora esse tanino ndo tenha sido estudado

anteriormente na espécie M. urundeuva (Fig. 29).
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Figura 29. Estrutura do tri-O-galoil-1,5-anidro-glucitol.

7.2.3- Terpenos

Na andlise da fracdo hexanica detectou-se a presenca de 2 terpenos. As
substéancias de interesse foram selecionadas de acordo com o seu espectro de UV. O
cromatograma dessa fracdo esta representado abaixo (Fig. 30). Os tempos de
retencdes selecionados foram 10,73 min. e 10,77 min uma vez que apresentaram
bandas de UV caracteristicos de terpenos (Fig. 31).
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Figura 30. Cromatograma da fracdo hexanica da casca de M. urundeuva.
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Figura 31. Banda de UV caracteristica de terpenos da fracdo hexanica da casca de

M. urundeuva.

A primeira substancia analisada teve tempo de retencdo correspondente a
10,72 min. e m/z 425 no modo negativo, e a segunda substancia corresponde ao
tempo de retencdo 10,77 min. e m/z 439 no modo negativo. Os espectros de massas
dessas substancias sugerem ser triterpenos. Aquino & Silveira (2011), através de
estudos fitoquimicos do lenho do galho da M. urundeuva, identificaram dois terpenos
de massas semelhantes aos encontrados nesse estudo e embora ndo tenha sido
realizado as fragmentacdes desses terpenos, pode-se sugerir através dos dados
obtidos que se trata do 30-nor-24-metilenocicloartanol (A) e 24-metilenocicloartanol
(B) respectivamente (Fig. 32).

(A) HO (B)

Figura 32. Triterpenos: A) 30-nor-24-metilenocicloartanol; B) 24-metilenocicloartanol.
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9- CONCLUSAO

Com a analise fitoquimica do presente estudo foi possivel caracterizar varios
componentes presentes no extrato da casca desta espécie vegetal, sendo que
técnicas cromatograficas aliadas a detectores de UV e MS sdo ferramentas
importantes para a identificacdo de compostos presentes em extratos vegetais.

A partir dos dados obtidos, foi possivel identificar a presenca de flavonoides,
taninos e terpenos na casca da M. urundeuva. Os flavonoides identificados foram
urundeuvina A, urundeuvina B e urundeuvina C, ja relatados anteriormente na
literatura. Apesar dos taninos serem 0s principais metabdlitos secundarios presentes
na aroeira, o composto tri-O-galoil-1,5-anidro-glucitol, nunca foi estudado nessa
espécie. Os terpenos identificados foram 30-nor-24-metilenocicloartanol e 24-

metilenocicloartanol, j& relatados em estudos anteriores da M. urundeuva.

A aroeira desempenha um importante papel na vida social de popula¢des que
habitam as regibes do cerrado e da caatinga. Sendo assim a analise de seus
componentes é de extrema importancia, uma vez que este tipo de estudo pode auxiliar
no conhecimento da quimica da espécie e com isto contribuir para estudos futuros de
toxicidade, favorecendo as populacdes que fazem uso de suas partes como

medicamento.

Poucos sdo os estudos de plantas nativas do cerrado, sendo assim esse
trabalho contribui para futuros estudos, onde possa comparar a presenca dos
componentes presentes nas arvores nativas das duas regiées (caatinga e cerrado),
uma vez que variacdes sazonais contribuem diretamente na formacao e producéo de

diversos produtos do metabolismo secundario de diversas plantas.
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