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INTRODUCAO

0 uso de plantas medicinais esta presente por toda a historia da
humanidade, nao apenas para o uso alimentar, como também no
uso terapéutico. Durante longo periodo, as plantas medicinais
constituiram o principal recurso terapéutico disponivel, mas os
avancos tecnoldgicos trouxeram as drogas sintéticas para o
tratamento de enfermidades. Atualmente, a sociedade vem
valorizando a utilizacdo de produtos naturais com propriedades
terapéuticas, devido a busca por habitos saudaveis, além de
problemas com o tratamento eficiente de certas enfermidades
(SOUZA, 2008).

Hymenaea martiana é uma arvore nativa da regido Nordeste,
conhecida popularmente como “jatoba”, utilizada na medicina
tradicional para o tratamento de anemia e gastrite (ANSELMO et
al., 2012). Varios estudos demonstram a composicéo quimica de H.
martiana, com a presenca de alguns flavonoides glicosidicos, como
astilbina, eucrifina, engelitina, taxifolina e compostos fendlicos
(CARNEIRO et al., 1993; CECHINEL-FILHO et al., 2000; ALMEIDA et
al., 2012).

Diante deste contexto, o presente estudo teve como objetivo
realizar uma desreplicacao para identificar os flavonoides no
extrato obtido partir das cascas de Hymenaea martiana.

MATERIAIS E METODOS

As cascas de H. martiana foram coletados na cidade de Petrolina,
Pernambuco, Brasil, em julho de 2015, e foram identificados no
Herbario da Universidade Federal do Vale do S&o Francisco
(HVASF), com exsicata n°® 6444, coordenadas 09°’11°04.30° S, 040’
18°05.40° W, 357 m de altura. O material foi seco em temperatura
média de 40 °C em estufa de circulacdo de ar (Ethiktechno®,
modelo 420 TD), por um periodo de 72 horas. Apds a secagem e
completa estabilizacao, o material foi pulverizado em moinho de
facas Quimis®.

As cascas foram submetidas a extracdo no Instituto Nacional do
Semiarido (INSA) em Campina Grande-PB, utilizando o equipamento
de Extracdo Acelerada por Solventes (ASE) Thermo Scientific
Dionex® ASE 350, equipado com célula extratora de aco inoxidavel
com fechamento hermético e cartucho de papel 22 x 50 mm, um
frasco de lavagem (rinse) e frascos coletores (vidro transparente)
com capacidade de 250 mL. Foi utilizado etanol 99% como
solvente extrator, temperatura de extracdo 50 °C, tempo estatico
15 minutos, fluxo 5 mL/min, com duas extracdes por célula.

Apés o processo, a solucdo extrativa foi concentrada em
evaporador Thermo Scientific Rocket Evaporator®, na temperatura
de 45 °C. O solvente residual foi retirado em estufa de ar

circulante Ethiktechno®, modelo 420 TD, a 45 °C por 24 horas,
obtendo o Extrato Etanoélico Bruto (EEB-Hm).

O EEB-Hm foi solubilizado numa mistura MeOH : H20 (3:7 v/v), que
foi submetida a particao liquido-liquido, em funil de separacao,
sob agitacdo manual, de forma exaustiva com hexano, cloroférmio
e acetato de etila. Apos esse procedimento, os solventes foram
evaporados em rotaevaporador a uma temperatura média de 50 °
C, fornecendo a fracdo hexano (Hm-Fr.Hx), fracdo cloroformio
(Hm-Fr.CHCl;)e fracao acetato de etila (Hm-Fr.AcOEt).

A analise em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada ao
espectrometro de massas (LC-MS/MS) foi desenvolvida NPPNS-
Ribeirao Preto, com a fracao Hm-Fr.AcOEt, pois foi a fracdo com
melhores resultados no teor de compostos fendlicos totais e
flavonoides totais. Esta analise foi realizada utilizando um
equipamento de CLAE (Shimadzu Prominence®), equipada com duas
bombas binarias (LC-20AD), unidade de desgaseificacdo (DGU-20A),
amostrador automatico (SIL-20AHT), forno (CTO-20A), modulo de
comunicacao (CBM-20A), detector de arranjo diodo (SPD-M20A) e
uma coluna de fase reversa Luna - Phenomenex®, 250 mm x 4.6
mm, 5 pm). A fase movel foi composta por uma mistura de
solvente A (0,1% acido formico em agua ultrapurificada) e solvente
B (0,1% de acido formico em metanol), seguindo um gradiente de
concentracao, com fluxo de 1 mL/min.

O cromatdgrafo foi acoplado a um espectrometro de massas
Amazon SL ion trap (Bruker Daltonics®), equipado com ionizador
eletrospray e analizador ion trap, nas seguintes condigoes:
capilaridade 3500 V; placa final 500 V; nebulizador 60 psi; fluxo de
gas 10,0 L.min-1 e temperatura do gas 330 °C.

Os resultados foram analisados utilizando o banco de dados on-line
do website GNPS (Global Natural Product Social Molecular
Networking) (GNPS, 2017; WANG et al., 2016). Os dados obtidos no
cromatografo acoplado ao espectrometro de massas foram
convertidos para o formato mzXML diretamente no software
DataAnalysis 4.2 (Bruker Daltonics®), e submetidos a analise de
desreplicacao no site do GNPS, e as substancias foram consideradas
identificadas na amostra se os espectros de massa obtivessem pelo
menos seis ions que combinam e pontuacdo de cosseno (cosine
score) acima de 0,5 (OLIVEIRA et al., 2017).

As formulas moleculares e nomenclaturas das substancias foram
obtidas no PubChem (PUBCHEM, 2017) e ChemSpider (CHEMSPIDER,
2017).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os estudos de desreplicacao sao caracterizados pela separacao de
componentes de matrizes complexas, com a utilizacdo de métodos
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cromatograficos e espectroscopicos, além de estudos de
bioatividade. Técnicas hifenadas destacam-se para este tipo de
estudo, baseando-se na comparacao das informacdes obtidas com
bancos de dados, resultando na deteccdo de compostos ja
conhecidos ou até na elucidacao estrutural de novos compostos
(LANG et al., 2008). Varios compostos naturais ja foram
identificados utilizando o método de desreplicacdo, como
flavonoides glicosilados (WARIDEL et al., 2001; OLIVEIRA et al.,
2017), derivados do acido cafeico (PAULI et al., 1999), flavonoides
e derivados de flavonoides (WOLFENDER et al., 2000) e
isoflavonoides (LAMBERT et al., 2005). A Figura 1 apresenta o de i
ons totais (TIC) da fracao Hm-Fr.AcOEt.
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Figura 1. Cromatograma de fons Totais (TIC) obtido com a analise em LC-MS/MS da fragio Hm-
Fr.ActOEt (Fonte: Autoria propria).

Na desreplicacdo e deteccao de flavonoides por LC-MS/MS,
utilizando como banco de dados on-line o website GNPS, 18
flavonoides conhecidos foram detectados (Tabela 1), dentre dois
flavanondis, seis flavondis, quatro isoflavonas, cinco flavonas e um
flavan-3-ol.

O flavanonol astilbina foi detectado, flavonoide previamente
identificado como o componente majoritario de Hymenaea
martiana (CECHINEL et al., 2000). A astilbina é um flavonoide
bioativo, com varias atividades farmacoldgicas ja relatadas, como
anti-inflamatoria (CARNEIRO et al., 1993; LU et al., 2014; DING et
al., 2014), anti-isquémico (DIAO et al., 2014), tratamento de doeng
as auto-imunes (GUO et al., 2015), antinociceptivo e
antiedematogénico (CECHINEL et al., 2000) e antioxidante (ZHANG
et l., 2009; BAKOTA et al., 2015).

Dentre os flavonoides identificados na fracdo Hm-Fr.AcOEt, apenas
a quercetina apresenta atividade fotoprotetora relatada na
literatura (STEVANATO et al., 2014; CHOQUENET et al., 2008;
EVANS-JOHNSON et al., 2013; VICENTINI et al., 2011). Também
apresenta atividade antioxidante (BOOTS et al., 2008; GARDI et
al., 2015; RAVICHANDRAN et al., 2014) e atividade anti-inflamaté
ria relatada (GARDI et al., 2015).

A atividade antioxidante ja foi relatada dentre os demais
flavonoides identificados, como a taxifolina (CHOBOT et al., 2016),
isoquercetina (JIN et al., 2007; VONGSAK et al., 2015), quercetina-
7-O-ramnosideo (LIU et al., 2010), kaempferol-7-O-a-ramnosideo
(CHUA et al., 2008), quercitrina (ZHU et al., 2017), ononina (YU et
al., 2005), glicitina (GENOVESE et al., 2005), sissotrina
(ABDELHADY et al., 2015), amentoflavona (KIM et al., 1998;
TARALLO et al., 2011), baicalina (JIN et al., 2007), isovitexina (HE
et al., 2016), C-hexosil-apigenina (FERRERES et al., 2009),
nobiletina (CHEN et al., 2017). Os flavonoides identificados
demonstram o potencial bioativo do extrato das cascas de
Hymenaea martiana.

A Tabela 1 apresenta os flavonoides detectados por LC-MS/MS na
fracao Hm-AcOEt.
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Tabela 1 — Flavonoides detectados por desreplicagio (LC-MS/MS) a partir da fragdio Hm-Fr.AcOEt,
obtida a partir do extrato bruto das cascas de Hymenaea martiana.

m/z
Classe do Rt Formula
Metabolito observada
flavonoide (min) Molecular
(ESI)
Flavanonol Astilbina 36,5 C31H32014 449
Taxifolina 16,1 Cy5Hs207 303
Flavondis Isoquercetina 36,9 C1H20012 463
Quercetina-3-0-alfa-
e 37,8 Ca1Hz0011 447
ramnopiranosideo
Quercetina-7-0-raminosi
42,25 C1H20014 449
deo
Kaempferol-7-0-a-L-
, 41,8 Ca1H20010 431
ramnosideo
Quercetina 13,0 Cy5H1007 301
Quercitrina 40,4 Cy1H20011 447
Isoflavonas Ononina 36,3 Ca2H2209 431
Glicitina 41,8 C22H2010 447
6”-0-Acetil-Glicitina 41,9 C4H24014 489
Sissotrina 40,5 C22H2010 447
Flavonas Amentoflavona 21,8 C30H15010 539
Baicalina 34,3 C21H18014 445
Isovitexina 44,1 Ca1Ha0010 415
C-Hexosil-apigenina 42,1 Ca1H15010 433
Nobiletina 46,2 Ca1H204 403
Flavan-3-ol Isoxantoflavan-3-ol 11,4 CyoH2,05 369

Legenda: Rt= Tempo de retencdo; m/z= relagao massa/carga; ESI'= ionizagdo por
eletrospray no modo negativo.

Estudos utilizando a estratégia de biomonitoramento que visam o
isolamento e purificacao para a identificacao ou elucidacao destes
e de flavonoides desconhecidos / nao identificados estao sendo
desenvolvidos. Métodos cromatograficos analiticos e preparativos
(cromatografia em coluna, CLAE e cromatografia em camada
delgada) e espectroscopicos (espectrometria de massas e ressona
ncia magnética nuclear) estdo sendo utilizados para tal fim.

CONCLUSOES

0 estudo fitoquimico do extrato bruto das cascas de Hymenaea
martiana demonstra que os compostos fendlicos, principalmente os
flavonoides, constituem a classe majoritaria da composicao qui
mica do extrato. Flavonoides foram identificados na espécie pela
primeira vez, e os flavonoides astilbina e taxifolina foram
identificados no extrato, corroborando estudos anteriores.

0 desenvolvimento de estudos mais aprofundados torna-se necessa
rio para a identificacdo dos compostos desconhecidos ou nao
identificados, visando o estudo fitoquimico aprofundado da espécie
em estudo.
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