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RESUMO

O presente trabalho descreve o estudo quimiotaxicodde Maytenus salicifoliae
Maytenus gonoclada o estudo fitoquimico de polpa de fruto e foldadaytenus salicifolia
coletada na Estacdo Ecolégica da UFMG em Belo Horz A partir do estudo
quimiotaxondmico (histoquimico e cromatograficopjeée constatar que as duas populagdes
de M. salicifolia estudadasapresentaram diferencas entre si e em relacddagenus
gonoclada, resultados que demonstram que os grupos trabalhagoesentam grande
capacidade de adaptacdo, em consequéncia dandidsmodabitatsnos quais estao inseridas
as populac@es coletadas. As informacdes obtidagstados histoquimicos, por CG/EM e por
CLAE/UV sao cruciais e determinantes para uma pebkgetvisdo na classificacao taxondmica
das espécies estudadas neste trabalho.

O estudo fitoquimico da polpa do fruto déaytenus salicifolia possibilitou o
isolamento e a identificacdo do triterpeno pent@cidupeol e de dois flavondides, a rutina e a
epicatequina. No extrato hexénico das folhas fordentificados a-amirina, f-amirina,
isomultiflorenol, multiflorenol, epra-amirina, epi-p-amirina, epimultiflorenol e isolados
lupeol, pB-sitosterol, tanaceteno e, trés compostos inéditoditeratura, B-araquidoiloxi-11-
0X0-ursan-12-eno, Besteariloxi-D:C-friedoleanan-7-eno @,3a-dihidroxi-D:C-friedoleanan-

7-eno.
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ABSTRACT

This work describes the chemotaxonomy studyMalytenus salicifolisand Maytenus
gonoclada and the phytochemical study of the fruit pulp dedves ofMaytenus salicifolia
colected in UFMG Ecological Station in Belo Horiterity.

The chemotaxonomy study (histochemical and crommapdy) makes possible to
distinguish the two population oM. salicifolia analyzed and discernell. gonoclada
population from the two groups M. salicifolia These results demonstrate that groups assayed
exhibit a great ability of adaptation like resulttioe stresses existant in edwbitat which the
population worked are inserted. The informationgaimted from histochemical techniques,
GC/MS and HPLC/UV are critical and fundamental inexentual adjustment in the taxonomic
classification of the studied species in this work.

The phytochemical study made possible to is@att to identify fromM. salicifolia
fruit pulp one pentacyclic triterpene lupeol anatilavonoids, rutin and epicatechin. From the
leaves of the same plant was possible to identdgmyrin, f-amyrin, isomultiflorenol,
multiflorenol, eptra-amyrin, epip-amyrin, eprmultiflorenol and to isolate the lupeoB-
sitosterol, tanacetene as well as three compoungsiblished in scientific literature: 3
araquidoiloxy-11-oxo-ursan-12-ene, B-8teariloxy-D:C-friedooleanane-7-ene and,3b-
dihydroxy-D:C-friedooleanane-7-ene.
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INTRODUCAO

Evolucéo e adaptacéo das plantas com flores

Em uma carta enderecada a “Sir” Joseph Dalton éfpakn dos mais importantes
botanicos do século XIX, Charles Darwin se refériorigem das angiospermas como um
“abominavel mistério”. A resolucédo desse enigmalijinde forma convincente, ou melhor, a
determinacao do grupo ancestral dos quais as geginas se originou € um arduo oficio que
demanda um estudo criterioso a fim de evitar equivga cometidos. Essa informacdo ainda
permanece obscura, e espera-se que esteja ocul@gem fossil ainda ndo descoberto
(Savolainen, 2004; Soltis, 2008).

Recentemente, escavacdes paleontologicas pemmitlieierminar que os primeiros
fosseis deste grupo de plantas datam do cretaferim ha pelo menos 134 milhdes de anos
(Bell, 2000; Magallon, 2001). Entre estes vestigioigiais e 0 acelerado processo de
evolucéo e diversificacdo, as angiospermas demamdeerca de 10 milhdes de anos que é
uma estreita faixa de tempo em comparacdo comogmpos vegetais. Este processo de
transformacgao, que afetou de forma direta ou italitedo o reino vegetal, ocorreu entre o
Aptiano e Cenomaniano (Figura 1, pagef) uma escala global (Van de Peer, 2005). Estudos
paleobotanicos focados neste periodo de tempo gieoldnostraram a presenca de fosseis
relacionados a muitos géneros modernos e variosr@erextintos relacionados com as
familias de espécies atuais (Knobloch, 1991).

As plantas agrupadas na dividdagnoliophytaou Anthophytaapresentam évulos e
graos de polen encerrados em flores, endospereragptos de vaso no xilema, elementos de
tubo crivado e células companheiras no floema.ldes sao providas de um célice (sépalas)
e uma corola (pétalas), com funcdo de protegerrgdoé reprodutivos e atrair animais
polinizadores, o que foi sendo alcan¢ado atravéshtmacdo, aroma e formas diferenciadas
(Cronquist, 1988). Esta combinacdo de caracteasstiteve ter proporcionado as condi¢cdes
necessarias para uma rapida diversificacdo e édm|wespecialmente em resposta a selecao
de insetos polinizadores e herbivoros (Van de Re€5).

As caracteristicas que distinguem as angiospedogeutros grupos vegetais como as
bridfitas, pteridéfitas e gimnospermas, certamegpiciaram uma melhor adaptagdo ao
meio durante milhdes de anos (Cronquist, 1988)earito, algumas adaptacdes certamente
facilitaram o espantoso processo adaptativo oadidante o periodo Cretaceo, permitindo a

disseminagdo e o dominio de varias partes do plandina dessas “inovacbes” foi o



desenvolvimento de um sistema de defesa constijpddaompostos quimicos (moléculas
bioativas) produzidas em vias metabdlicas, atéoerit@ditas” no reino vegetal, levando a
uma fantastica diversidade de compostos quimicashemdos modernamente como
compostos secundarios (Gottlieb, 1987; Wink, 2003).

Periodo geoldgico Fases Escala de tempo

; Chatiano 23x10° anos
Oligoceno

Rupeliano

6
Priaboniano 34x10” anos

Bartoniano

Eoceno

Lutetiano

Ypresiano

6
Thanetiano 56x10° anos

Paleoceno Selandiano

Daniano

6
Maastrichtiano 65x10” anos
Campaniano

; Santoniano
Superior

Coniaciano

Turoniano

Cenomaniano

Cretacio

Albiano 100x10° anos

Aptiano

Barremiano

Inferior —
Hauteriviano

Valanginiano

Berriasiano

145x10° anos

Figura 1: Faixas de tempo geoldgico, do CretaceOlmmceno (Gradstein, 2009).

Estudos quimiossistematicos sugerem que as pam@giantas terrestres, muito
similares as briofitas, produziam substancias wéigas da via do acido cinamico (tais como
flavonoides) com a finalidade de absorver e dinmimgi efeitos prejudiciais da radiagdo na
regido do ultravioleta. Estes compostos agem cobstdoulo para esta faixa do espectro
eletromagnético tanto erBryophyta, quanto para os outros grupos de plantas terrestres
(Gottlieb, 1987; Wink, 2003).



A rota do cinamato viabilizou, também, a adaptagdutras pressdes ambientais. A
lignina, polimero fundamental no processo de emilmento da parede celulésica de plantas
vasculares, é resultado da ativacéo da carboxiéciim cindmico e seus derivados pelo éster
tiolico de cinamoil-CoA propiciando condensacOefagondides e reacdes de reducdo. Os
alcoois cinamilicos resultantes da reducdo podepokmerizar oxidativamente em ligninas.
A rota biossintética de flavondides, por sua vemepresultar em catequinas e antocianidinas
e a condensacdo dessas substancias leva a tamindensados, que s&o constituintes
importantes na defesa contra diversos agentessagess tais como, virus, bactérias, fungos,
insetos e herbivoros (Gottlieb, 1987; Wink, 2003).

Ligninas e taninos condensados exerceram uml paypertante na evolugcdo das
gimnospermas. Estes compostos fazem parte do gmintiecanismo de defesa deste grupo
de plantas, que tornam o tecido vegetal, formadocptboidratos e proteinas, mecanica e
enzimaticamente indigerivel. A presenca de tandooglensados ocorre em mais de 70% dos
géneros estudados no qual a lignificacdo do teafohge altos niveis. Outros constituintes,
tais como terpenos e flavondides sdo encontradmsoarta freqiéncia nas gimnospermas,
desempenhando varias fungbes importantes, tais,cprotecdo contra microrganismos e
herbivoros. Apesar da diversidade de compostossidenando a sua vasta distribuicdo
geografica, o longo periodo de seu dominio soltera terrestre, ainda é muito pequeno o
namero de metabdlitos secundarios isolados de gpammas em comparacdo com as plantas
com flores (Gottlieb, 1987; Gottlieb, 1995; Winki(a3).

Nas angiospermas, a adaptacao quimica se torpegializada. “Substancias ativas”
(aleloquimicos) gradualmente ocuparam a funcaoorautdos taninos condensados e das
ligninas. Existem fortes indicios de que um prooeksinducdo de mecanismos de resisténcia
por animais e vegetais, e a producao de um compostdetrimento de outro, dentro de uma
mesma rota anabdlica ou através de uma nova emMay la uma espantosa diversidade de
substancias produzidas pelas angiospermas. As®fejto da associacdo de plantas floriferas
com outras plantas, fungos, insetos e animais lvades, permitiram a biossintese de
produtos naturais que, possivelmente, teve um papehordinario na consolidacdo do
dominio terrestre pelas plantas com flores nosoki 100 milhdes de anos (Gottlieb, 1987;
Pichersky, 2000; Lerdau, 2003; Wink, 2003).

A capacidade adaptativa dos organismos pertencaotBeino Plantae € notéria. Essa
habilidade de amoldamento ao ambiente, que culnioou um alto nivel de complexidade,
permitiu a colonizacdo do planeta por diversos ggwegetais, dos quais se destaca o grupo
das angiospermas (Raven, 2001; Barroso, 2002,d&a|£2005).



Sistemas de classificacao de angiospermas

A diversidade de espécies que compartilham a lveoséerestre € exuberante! Estima-
se que cerca de Milhdes de diferentes tipos de organismos vivospastitham a biosfera
terrestre. Entretanto, estima-se que, até o monfentoomeada e catalogada apenas uma
fracdo deste, abrangendo cerca de 1,75 milhdo daniemos. Dentre 0S seres Vivos
existentes estima-se que haja mais de 420.000iesp#&x reinoPlantae sendo que, deste
total, aproximadamente 40% n&o foram descritasne cetalogadas (Raven, 2001; GBO,
2002; Baillie, 2004; Vallad&o, 2005).

Compreendendo cerca de 90% das espécies de ptamiascidas, as angiospermas,
ou plantas com flores, apresentam uma extraordimépiieza taxondmica e ocupam 0S mais
diversoshabitats terrestres, com excecdo das grandes cordilhditiasalaia e Andes), dos
polos e regibes circunvizinhas, e das regides abisike mares e oceanos. Consideradas o
maior grupo de organismos fotossintetizantes, ggogpermas variam de pequenas ervas a
arvores de grande porte ou plantas adaptadas asagliee troncos de outras plantas, como as
epifitas. Com cerca de 260.000 espécies, estadivesn dominado o planeta por mais de 90
milhdées de anos (Raven, 2001; Barroso, 2002; GBQO22Seberg, 2004; Baillie, 2004).

A existéncia dessa espantosa diversidade de espéeis angiospermas tornou
necessaria uma sistematizacdo com base em critdeiofacil utilizacdo, agrupando os
individuos com maior similaridade morfolégica e té@maica em niveis hierarquicos,
dependentes do grau de uniformidade das caramtasisanalisadas. A hierarquizacdo e
caracterizagcdo dos diferentes grupos de vegetsgral®m uma das atividades antigas e
intrinsecas do ser humano e conhecida desde @<€¥llcomo taxonomia, a se estabelecer
como uma das mais importantes areas das ciénciagisa(Keogh, 1995; Poser, 2001;
Raven, 2001; Klinkenberg, 2008).

O mais antigo sistema de classificacdo taxonodrfocgroposto por Teofrasto de
Ereso, considerado o pai da botanica. O brilhanseighlo de Aristoteles classificou
aproximadamente 500 plantas em um sistema rudimeonatituido por trés grupos, arvores,
arbustos e ervas, separando ou agrupando-os attasé&sracteristicas foliares. Este sistema
prevaleceu por quase 2000 anos até ser substippddopreceitos mais elaborados em
consequéncia da agregacdo de novas informacOesvedkrnos conceitos (Fralish, 2001,
Raven, 2001; Singh, 2004).

O ressurgimento da taxonomia ocorreu em meadosédolo XIV como uma

consequéncia da renovacgao do interesse pelas plargatensa exploracao tanto no velho



mundo quanto no continente recém descoberto. O naideeplantas aumentou enormemente
e a necessidade de formalizar uma classificag&edraterial, possibilitou a consolidacao da
botanica, outrora a margem de outras areas (Fral$i; Raven, 2001; Singh, 2004).

A partir deste periodo, foram propostos concenosadores que séo utilizados até
hoje. O moderno conceito dgenuse varios nomes de géneros validados pelas receges
de nomenclatura foram sugeridos por Joseph Pigchodrnefort. Outro botanico, John Ray,
propds um sistema baseado em estruturas morfofdgeasseiras, de facil distingcdo. As
subdivisbes eram baseadas no tipo de fruto e esistctas das folhas e flores. Esta
abordagem, posteriormente, tornou-se as bases diarmaoclassificacdo taxonémica proposta
por Linné e Jussieu (Fralish, 2001; Raven, 2001gI§i2004).

Em uma de suas primeiras publicacbes intitulddetus Uplandicus Caroli a Linné
ou Carolus Linnaeusprop6s um sistema de classificacdo de plantasndieado de “Sistema
Sexual”. Mais tarde, em sua publicagdo mais not&i@pecies Plantarum” sugeriu a
atribuicdo de dois nomes, um bindmio latino, pad@as as plantas conhecidas. O sistema
binomial é referendado pelas atuais regras de ndatara botanica e muitos nomes
atribuidos por Linné séo validos até hoje (Linn&@, Fralish, 2001; Raven, 2001; Barroso,
2002; Singh, 2004).

As limitagcbes do sistema sexual impulsionaram sgpsa de novas formas de
classificacdo que culminaram com o desenvolvimdotsistema natural. Um destes sistemas
foi publicado por Antoine Laurent de Jussieu qaadid continuidade aos trabalhos de seu tio
Bernard, organizou as plantas levando em consideragy niumero maior de caracteristicas
morfoldgicas, tais como o numero de cotilédonesstautura da semente e outra série de
caracteres vegetativos e reprodutivos. Seu sistanau, posteriormente, de base para o
desenvolvimento de diversos sistemas modernos assifitacdo (Raven, 2001; Franlish,
2002; Stern, 2003; Singh, 2004).

Em meados do século 19, a proposta de Charlesibarflfred Wallace iniciou um
novo periodo de investigacdo botanica e classdimataxonémica que revolucionou
pensamento biologico. Considerando a espécie comaoemtidade dinamica, que se modifica
no decorrer do tempo, o principio filogenético, d#eentdo, tornou-se a base dos sistemas
modernos de classificacdo, relacionando as plattess com espécies extintas (Beaman,
1986; Raven, 2001; Franlish, 2002; Barroso, 20@3gt§ 2004).

Em consequiéncia do numero limitado de dados ®shkeiplantas, tornou-se quase
improvavel a concepcao de um sistema filogenétefmitivo. Mesmo com varias propostas

de classificacdo utilizando-se informagfes de dagrareas do conhecimento, tais como,



bioquimica, fitoquimica, anatomia, morfologia, géce citologia e paleontologia, ainda néao
foi possivel conceber um sistema que persuadigseat@omunidade cientifica. Assim, foram
propostos varios sistemas no decorrer do séculod¥3tacando-se as classificacbes de
Cronquist, casal Dahlgren, Thorne e Takhtajan (Bearh986; Singh, 2004).

Os trabalhos de Arthur Cronquist € um dos maigaceela comunidade cientifica
ocidental, e, talvez, o mais difundido. E um sisteextremamente simples em sua
organizacdo e muito didatico. Utiliza-se de carasteanatdémicos, presenca ou auséncia de
endosperma, composicdo quimica, morfologia dos o8rgéeprodutores, entre outras
caracteristicas para alocar os diversos gruposdespermas oMagnoliophyta(Barroso,
2002).

O inicio e o fim da década de 80 foram marcadosipas publicacdes do casal Rolf e
Gertrud Dahlgren. Sua proposta era um sistemaadsifitacdo de angiospermas baseado,
principalmente, na morfologia, embriologia, citdbbge na distribuicdo de metabdlitos
secundarios, por considerarem que ndo havia canbath do curso evolucionario das
angiospermas suficientes para se classificar eonesite esse grupo de plantas (Barroso,
2002).

Na década subseqlente, Thorne, em seu artigoladiit The classification and
geography of the flowering plantalém de propor um sistema com maior detalhameato
classificacdo de subfamilias para familia com geamdmero de espécies, contribuiu,
também, com informacdes valiosas quanto a disgdaugeografica deste grupo de plantas
(Singh, 2004).

A classificacdo para as angiospermas, nos finsédalo XX, foi enriquecida pelas
contribuicbes de Takhtajan que organizou os grijas®ado em caracteristicas e aspectos
vegetais aos moldes de Cronquist e Thorne, acrescin uma complexidade dos niveis
hierarquicos inferiores (Singh, 2004).

Durante a década de 90, a reconstru¢cdo da amagerfética das angiospermas deu
um enorme passo. O acumulo de dados relacionados a® analises genéticas,
principalmente a sequUéncia genéticalalous da ribulose 1,6 bifosfato carboxilase (rbclL),
forneceu informacbes de suma importancia para @tesicdo de um novo sistema de
classificagdo taxondmica. A andlise cladistica elesi®dos permitiu, em muitas situagdes, a
resolucdo de conflitos existentes em modernosnsistede classificagdo fundamentados
principalmente na anatomia e morfologia. Com bastas analises foi possivel organizar este

extraordinario grupo vegetal em 457 familias, redatas em seis grupos superiores:



monocotiledéneas, eudicotiledéneas, magnoliideagjospermas basais, Chloranthaceae,
Ceratophyllum (Magallon, 2001; APG I, 2003; Sql2§04; Soltis, 2008).

Todas as propostas de sistemas para classifisaresoutros grupos de plantas sdo de
grande valia, mas ndo ha um consenso entre osidmgacom relacdo a um sistema de
classificag@o Unico e definitivo, devido a grandeesidade biolégica que um mesmo grupo
de plantas, por menor que seja, pode apresentdefiAicdo de um sistema unificado de
classificacéo, para alocar as varias formas de erdasuas reais posi¢des hierarquicas na
natureza, € um desafio. A solucédo desse desafiemZmlve somente a responsabilidade de
botanicos, mas também, de bioguimicos, com suascéscde seqienciamento de material
genético (DNA e RNA) e de fitoquimicos, atravésedéudos da presenca e distribuicdo de

metabolitos secundarios nos diversos grupos degslédalladéo, 2005).

Quimiotaxonomia classica e moderna

Em uma carta ao editor publicada na “Nature” emd6ldntitulada “Chemical
Taxonomy”, Harold Munro Fox relatou diferencas gigas entre animais marinhos do Reino
Unido e empregou estas caracteristicas para ét@skis. Em 1951, A. R. Trim se utilizou
desta mesma expressdo para relatar um estudo quémimparativo realizado entre duas
espécies de familias distintas que, por coinci@@nembéem féra publicado na “Nature”.
Estas foram as primeiras citacdes do termo “taxéama@uimica” que, nos fins da década de
50, se aglutinaram para dar origem ao vocabulo Mci@xonomy” ou quimiotaxonomia
utilizado em dois artigos consecutivos de fitogeancomparativa de autoria de Robert
Hegnauer. No Brasil, a palavra quimiotaxonomiaufidizada pioneiramente em um trabalho
(tese) por Braga, Eyton e Gottlieb em 1967 (Fox4619Trim, 1951; Hegnauer, 1956;
Hegnauer, 1958; Braga, 1967).

Mas a questao é: que ciéncia é a quimiotaxonom@faEo seu ambito?

Apesar de nao ser facil delimitar e definir esadle pesquisa de forma didatica, é

possivel dizer que, em sentido ampétd sensy a quimiotaxonomia é:

Uma ciéncia na interface da quimica com a biologiserida no contexto da
sistematica vegetal que estuda a constituicdo/csigium quimica a nivel micro e
macromolecular com a finalidade de confirmar, @eoar e/ou reclassificar os
organismos vivos nos niveis hierarquicos definigel®s métodos tradicionais de
classificagéo (Hegnauer, 1967; Brondz, 1986; Hrstp 2007; Frisvald, 2008)



Com a possibilidade de se aplicar a todos os &#mg, com diversos trabalhos
publicados focados na analise quimica de fungostébas, algas, plantas e animais, a
quimiotaxonomia pode ser dividida em macro e miaiecular. Considerado uma das
principais ferramentas da sistematica do século, XXbkubarea macromolecular é assim
nomeada em consequéncia das substancias objetstude, na sua maioria macromoléculas.
Pode-se dizer que é o estudo do genoma e do prateanmmelhor, das proteinas, do RNA e
DNA, trabalhos focados nesses biopolimeros vem iiadn aos taxonomistas proporem um
novo sistema de classificacdo botanica baseadcipgimente na analise dos genes que
codificam a ribulose 1,6 bifosfato carboxilase [be a subunidade beta da ATP sintase
(atpB) presentes no genoma plastidial. A outra mzbada quimiotaxonomia é a
micromolecular que de forma simplista pode seridenada como o “estudo do metaboloma”
que com o desenvolvimento das técnicas analitieas ganhando espaco nos ultimos 60
anos, tanto em pesquisas de base nas universidadestros de pesquisas (taxonomia e
sistematica) quanto no setor industrial, principaite na analise quimica de fitoterapicos
(Beaman, 1986; APG II, 2003; Singh, 2004; Reynd@€)7).

Entretanto, a histéria da taxonomia quimica e stiiizagdo na diferenciacdo de
plantas ndo se tratam de uma area de estudo caro pwis de meio século de idade, é uma
ciéncia antiguissima e esta intimamente relaciorada a propria histéria da humanidade.
Principiando uma rudimentar quimiotaxonomia apl&gass ancestrais do homem moderno ja
organizavam as plantas de acordo com o uso, rartacou medicinal, propriedades que estao
relacionadas a constituicdo quimica da espécieéoerg em questdo. Porém, o despertar
desta area dentro das diretrizes cientificas madesomente ocorreu centenas de anos depois
com os delineamentos de Nehemia Grew (1673), JRaidger (1699) e William Withering
(1785) (Naik, 1985).

No inicio do século XIX, a composi¢cdo quimica dpéeies vegetais ja intrigava e
despertava um maior interesse dos pesquisadorgse @s quais se destaca o botanico suico
Augustin Pyramus De Candolle. Em sua obra intiukaskai surles propriétés meédicales des
Plantes,compares avec leus formes exterrieures et leursifleation naturalle de 1816,
DeCandolle relatou suas observagdes relativas aasigéio quimica de plantas e a influéncia
do solo como descrito explicitamente neste trecho:



“Cést um phéromene continuellement présent a netteamen, que de voir
diverse plantes nées dans um sol parfaitementséieblaroduire dés matieres
trés-differentes, tandes que dés vegetaux analpgées dasns Iés sols differents,
y forment des produits semblablg$sibbs, 1963).

Assim, DeCandolle concluiu que plantas diferemescidas em solos analogos
continham substancias diferentes e que plantagiédénem solos diferentes apresentavam
produtos idénticos. Apesar de uma conclusdo sitaplii o primeiro a considerar
caracteristicas quimicas como um parametro taxawmio final do mesmo século, varios
pesquisadores seguiram a direcdo iniciada por Difllane deram sua contribuicdo para o
desenvolvimento de uma éarea de pesquisa aindanaafwmiestacando-se o farmacéutico
Johan Fredrik Eijkman (Eykman) que relatou a ocmiggde alcaléides em certas familias de
plantas, a médica Helen Cecilia De Silver AbbottiMel através de trabalhos relacionados a
evolucdo, quimica e taxonomia vegetal, o botanieafide Greshoff que apresentou estudos
comparando caracteristicas taxonémicas e quimeasjpécies vegetais e 0 botanico James
Birtley McNair, por meio de varios trabalhos aptida a quimica comparativa a taxonomia,
especialmente através do artigo intitul&dstudy of some characteristics of vegetable agls
1930, onde descreveu as caracteristicas de aprdaimente 318 substancias divididas em
Oleos, gorduras e graxas (McNair, 1930; Gibbs, 186, 1985).

A necessidade de classificar corretamente os stisegrupos de plantas levou os
taxonomistas a utilizarem pardmetros quimicos paralassificacdo das espécies. As
caracteristicas quimicas como a presenca ou aaséa@igmentos e a ocorréncia de cristais
de natureza organica e inorganica foram e aindais@@os como critério na identificacéo de
varias familias, visto que algumas plantas as aptasy e, em outras espeécies, essas
substéancias, sdo completamente ausentes (Gibl®). 196

A presenca de cristais, como de oxalato de c&@uoioforma de agulhas conhecidas
como rafides, foi citada pela primeira vez coma@actaristica taxondmica por Robert Brown
num trabalho publicado em 1833. Outros trabalhelacionando a presenca desse composto
de formas diversas em grupos de plantas e suat@mga taxondémica, foram publicados no
inicio do século XX (Gibbs, 1963) e mais recentemgror William Louis Stern e Walter S.
Judd (1999), Christina J. Prychid; Padld&udall (1999) e Scott Zona (2004).

Substancias de reserva, como o amido, podem etifidadas na célula vegetal por
reacdes de coloracdo e servirem como parametrdadsificacdo e identificacdo de grupos

vegetais, pois apresentam graos de diversas fogmeayariam de um grupo para outro. Os



graos de amido foram estudados inicialmente pardethe em 1834. Em seu trabalho, este
autor descreve graos de diversas espécies. Owsgslipadores utilizaram esta caracteristica
para classificar grupos de plantas, mas foi Reichee, em 1913, publicou um trabalho
relatando um estudo detalhado sobre o amido eagd@lentre as caracteristicas de material
de reserva e a classificagdo taxonOmica. Esteslesstevelaram que os diversos tipos de
graos de amido presentes nos diferentes grupokd&ap podem ser de grande valia para se
classificar corretamente uma determinada espédid$1963).

A presenca ou auséncia de inclusdes solidas ¢asglEs de reserva se mostraram de
grande importancia para a classificacdo taxondmua@ando-se uma caracteristica ainda
utiizada para tal finalidade. Atualmente, no etdancom o aperfeicoamento e
desenvolvimento de técnicas analiticas, houve unormiateresse no intuito de utilizar a
distribuicdo de compostos quimicos, em particuler,metabolitos secundarios como uma
caracteristica auxiliar para a adequada classi#ficdas espécies de plantas (Valladao, 2005).

Em meados do século XX, os botanicos consideravsroompostos originados do
metabolismo secundario de plantas superiores casioluo de produtos do metabolismo
primario, e que a grande diversidade e complexigatteitural apresentada era nada mais que
uma ‘brincadeira da natureza’. Hoje, a justificatitcnais aceita para a existéncia destes
compostos é que a producdo estd intimamente rettdocom a adaptacdo das espécies ao
meio ambiente (Wink, 2003).

Como uma regra, esses metabolitos secundariasdistibuidos em um dado taxon e
uma pequena quantidade de compostos pode ser euE B Mmaior concentragdo em meio
a uma série de constituintes existentes em memwreotracdo. Além disso, o padrdo dessa
distribuicdo em uma espécie vegetal € muito congpkexariavel nos diferentes orgaos da
planta, nos estagios de desenvolvimento e entreidluds e populacdes (Wink, 2003). Esses
produtos do metabolismo secundario apresentamsv@aiacteristicas como estrutura quimica
diversa, funcdo metabdlica ndo definida em cermo% ocorréncia limitada dentro dos
grupos vegetais que mostra correlacdo com outrastesgisticas como morfologia e fisiologia
vegetal (Cronquist, 1980).

Nesse contexto, a quimiotaxonomia baseada nébdig#io de compostos secundarios
e apoiada por estudos fitoquimicos, provocou umsidendvel impacto na evolucdo dos
sistemas de classificacdo existentes. A prospdag@pimica em varias familias de plantas,
em particular, da subclasséagnoliopsidatem fornecido subsidios para estudo da relacdo
entre a evolucdo quimica e a distribuicdo de cotopasecundarios em diversos grupos de

vegetais superiores. Como exemplos, citam-se dpaistematico de distribuicdo de alguns
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metabolitos nas classd®osidaee Asteridae uma grande evidéncia coevolucionaria nas
dicotiledoneas, que se reflete principalmente mstriduicdo de taninos e o constante
isolamento de substancias de extratos de folhadesa raizes em espécies da familia
Celastraceaecomo af-amirina, quinonametideos e dulcitol, sendo, ptotanonstituintes
caracteristicos deste grupo de plantas (Dharma<98g).

Analisando o perfil de distribuicdo de metabdlisecundarios nas dicotiledéneas,
observa-se que, algumas vezes, quase todos os oredaum grupo de plantas partilham um
mesmo padrdo quimico; isso justificaria 0 uso decatores quimicos em taxonomia como a
budleina A, uma lactona sesquiterpénica derivadaadwano, e alcaldides pirrolizidinicos
para a familiaAsteraceae(Costa, 1999; Trigo, 1999), cumarinas como a xzim#, o
limondide perforatina e alcalbéides 4-quinolonagapa familiaRutaceagLima, 1999). Séo
relatados, também, na literatura os triterpenasdélina ep-friedelinol como marcadores
guimicos de espécies do géndtaytenus em especial dil. ilicifolia (Alberton, 2002) Por
outro lado, varios compostos secundarios podenrarcem familias nao relacionadas, devido
a evolucdo convergente na qual, genes codificaditeesma determinada via biossintética
ocorrem, independentemente, em varios ramos daedevolutiva das angiospermas.

A utilizacdo de dados obtidos da prospeccéao fitogua em classificacdo taxondémica
enfrenta outros problemas. Um deles € que, ap@sauhento das pesquisas, o numero de
espécies de plantas investigadas quimicamente ® pegueno, levando a insuficiéncia de
dados disponiveis. Ha, também, a tendéncia (taleipsa) de se buscar determinados
compostos entaxa que tém a maior chance de serem encontradosndeide investigar a
ocorréncia desses produtos em outras familias oass deriam grande relevancia em
taxonomia. O fenbmeno chamado de convergéncia gaipode ocorrer, muitas vezes, em
plantas ndo relacionadas que produzem as mesmsiarstias mostrando que tais produtos
ndo devem ser usados como marcadores quimicosagas entre uma mesma espécie
podem ocorrer em funcdo das condigbes edaficamatitias, estagio de crescimento e
interacbes com outros organismos, causando alesagi®tabdlicas e, consequentemente,
quimicas. Os custos nos processos de fracionamentdentificacdo, bem como as
dificuldades no isolamento de substancias presemepequenas concentracdes tornam esse
procedimento, as vezes, inviavel. Mesmo com lindigg¢ 0 conhecimento da composicdo
quimica se mostra de grande valor para a reesgdordos sistemas de classificacédo
taxondémica (Falkenberg, 2001).

Recentemente, técnicas de analise utilizadas pasalamento e caracterizacdo de

metabdlitos secundarios passaram a ser empregaesdnte na identificacdo de espécies.
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A impressao digital resultante da andlise do extoatito ou de fracbes de métodos analiticos,
tais como cromatografia gasosa ou liquida, espeetiiia de massas, ressonancia magnética
nuclear e outros, estdo sendo utilizadas como rogtadxiliares a anatomia e morfologia
aplicada a classificacdo taxon6mica de diversosagrde seres Vivos.

As analises cromatograficas (Rogers, 2000; Hi#ig04; Chen, 2006; Shao, 2007,
Dixit, 2008), espectroscopicas (Schrader, 1999; r@dwd 2003) e espectrométricas
(Smedsgaard, 1996) de extratos e O0rgaos vegetagvalaram métodos rapidos e eficientes
na identificacéo e classificacdo de espécies. l&atto de perfil cromatograficir{gerprint)
em controle de qualidade de medicamentos fitoteodpfoi recentemente referendada por
diversos orgéos oficiais, tais como, Organizacamditl de Saude (OMSFood and Drug
Administration (FDA), European Medicines AgencyEMEA), Bundesinstituts fir
Arzneimittel und Medizinproduk(@fArM), British Herbal Medicine AssociatiolBHMA) e
a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISAApesar de serem necessarias
pesquisas mais profundas com intuito de validamédos propostos e provar sua eficacia,
nao ha duvidas sobre as contribuicbes neste cam@stddo tdo vasto e complexo que é a
sistematica vegetal (WHO, 2000; Brasil, 2004; Ch&§6; Dixit, 2008).

Metabolismo secundéario, fatores ambientais e adapgdo génica

Acredita-se que existam mais de 200.000 compastesndarios produzidos pelo
reino vegetal. SAo chamados assim por ndo parecipdiretamente do processo basico de
crescimento e desenvolvimento das espécies qumdazem. Esses compostos representam
um incrivel potencial a ser explorado com a firediel de gerar novos agentes
farmacologicamente ativos (Benderoth, 2006).

A hipotese classica, que procura explicar estanemaliversidade metabdlica, sugere
que um processo reciproco de interacdo de plaot@sagentes polinizadores e inimigos
naturais culminou com uma selecdo mutua (Bende2@®6). A capacidade de biossintese
desses compostos se moldou através do processooligcd® ocorrido em diferentes
linhagens de plantas em funcdo das necessidadestasppelos variobabitats Além da
utilidade como defesa contra patdégenos e herbivargsara impedir o crescimento de outras
plantas, substancias odoriferas foram produzidaa p#&air insetos, aves e mamiferos
polinizadores e assim aumentar as taxas de fagdz Compostos quimicos presentes em
frutos impedem a deterioracdo e agem como sinlirégdio e aroma) sugerindo recompensa

em caso de seu uso como alimento, indicando a rg@sde aminodcidos, vitaminas e
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acucares, auxiliando na dispersdo de sementes aempdambém, ter a funcdo de prover
resisténcia contra a alta salinidade do solo, gemangada e desidratacéo (Pichersky, 2000).

Portanto, diversos estimulos, oriundos do ambiemteinvizinho, constituidos pelos
fatores bidticos, supracitados, e os abidticosareaw a producdo de inUmeros compostos
secundarios. As variaveis ambientais que afetamfodma profunda a anatomia e o
metabolismo vegetal compreendem, principalmentepégatura, disponibilidade de agua,
luminosidade, composicdo e constituicdo do solitudé e poluentes (Evans, 1996; Blatt,
1998; Lima, 2003). A interacdo entre vegetais Sopes e 0 meio ambiente interferiu na
producdo de determinados compostos em prejuizaitiesodevido a influéncia direta na via
metabdlica a nivel transcricional, no sistema deagfio/desativacdo da expressdo génica
(Operon ou em nivel pos-transcricional, em alguma etag&epior, como por exemplo, na
traducéao e modificacdes pos-traducionais (LehniriZfz2).

A natureza, entretanto, em sua caminhada evolatietou mecanismos mais radicais
de adaptacdo que alteraram e aperfeicoaram véaoias de producdo de compostos
secundarios e suas respectivas enzimas, modificiretamente o contedado genético atraves
do aumento ou diminuicdo do numero de cromossoarosuploidia ou poliploidia) ou por
pequenas mutacdes em regides especificas do DNAossmmal (Evans, 1996).

A aneuploidia é conceituada como sendo uma afieralp cariotipo (conjunto de
caracteristicas dos cromossomos formados duramiet@fase) através da perda ou ganho de
um ou alguns cromossomos. Esse processo de mgédiick nimero ‘n’ de cromossomos de
uma determinada espécie teve e ainda tem um papektante no processo de adaptacéo,
devido ao surgimento ou intensificacdo de deterd@sacaracteristicas importantes a
sobrevivéncia em consequéncia deste evento gébidoo fendmeno, que desempenhou um
papel até mais importante na evolucdo das planfzerisres que o citado anteriormente, € a
poliploidia. E, provavelmente, a alteracdo citogeaémais importante na especiacdo e
evolucdo vegetal. Estima-se que 80% das espéciefl@e®s se originaram por este processo.
Este dispositivo celular restaura a fertilidadénteidos regularizando o pareamento meiético
e apresentam também um efeito tamponante maiorelmao a capacidade de adaptacéo,
poisS por possuirem mais copias gendmicas dos qudipb&des, podem acumular mais
variabilidades encobertas. Ambos os processos di#ficagdo no nimero de cromossomos
interferem na produgdo de compostos secundariosnuindo, aumentando ou inibindo a
sintese destes metabdlitos (Forni-Martins, 2000hiffao-Wittmann, 2004; Schifino-
Wittmann, 2005).
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A intervengdo mais drastica ocorreu no processmutacdo, através do qual ocorreu
ndo somente atenuacgdo, intensificacdo e inibicdootlss metabdlicas, como também a
formacdo de novas vias biossintéticas pela alteragd sitio ativo de enzimas e,
consequentemente, de seu substrato e o0 respectddutp da via. Esta hipdtese € a
explicagcdo mais plausivel para a diversificacdoviias biossitéticas de diversos compostos,
tais como os triterpenos. Conseglientemente, ar mrtum Unico substrato, o 2,3-oxido-
esqualeno, € possivel sintetizar diferentes cornposbmo o cicloartenol e pramirina
(Figura 2). As mutacdes podem variar da substitudgiuma base por outra, até a adicdo ou
delecdo de um ou mais pares de bases, mas sertgren@b, nestes casos, a caracteristica
mais importante da enzima: sua especificidadeitiata{Pichersky, 2000).

Evidéncias da origem de um novo gene que codifica enzima, em consequéncia do
processo de mutacado, sao raras. A obtencédo desseis € conseguida através da analise de
um determinado gene e seu produto (proteina) ngpéce e em plantas relacionadas, bem
como, da comparacdo dos dados obtidos com dadasiomhdos descritos em outros

trabalhos ou banco de dados genéticos e de pret@ficnersky, 2000).
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Figura 2: Ciclizacdo do 2,3-oxido-esqualeno emoeitkenol ep-amirina. O numero de
etapas é indicado pelas setas.

Muitas das vias biossintéticas atuais podem tariggnado de mutacdes localizadas
na regiao do sitio ativo de uma enzima ancestssla possibilidade pode esclarecer a enorme

similaridade das “triterpeno sintases” (Figura ag.pl15), que sugere uma diversificacdo
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através de mutacdes. Aamirina sintase (bAS), enzima responsavel pelalisatda reacédo
do 2,3-oxido-esqualeno epaamirina, apresenta uma enorme similaridade coml@actenol
sintase (CAS) que catalisa a conversédo do 2,3-eesdoaleno em cicloartenol, precursor de
esteroides em plantas. A bAS apresenta cerca%edéGimilaridade em relacéo a sequéncia
de aminoacidos com a CAS, o que corresponde a géésde um total de aproximadamente
760 aminoéacidos (Ebizuca, 1998; Ebizuca, 1999;Waiz2000; Qi, 2004; Abe, 2007).
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Figura 3: Alinhamento de parte da sequéncia de @midos daB-amirina sintase e da
cicloartenol sintase isolados deanax ginseng As sequéncias idénticas sao
mostradas em negrito e cada letra refere-se a umoaodo de acordo com a
nomenclatura internacional (IUPAC, 1984; Ebizu@&98).

Todos os fenGmenos relacionados a alteragédo @aghicrde rotas de formagéao de
compostos do metabolismo secundario podem conduzlénese das chamadas “racas”
quimicas ou, até mesmo, de novas espécies. Ea@s"rou novas espécies estao habilitadas
a sobreviverem em determinadas condicdes nos eis antecessores apresentaram
dificuldades ao se adaptarem. Portanto, o ambialém de causar modificacdes génicas de
forma direta ou indireta, promove, também, a pesstessaria para que 0 mais capacitado
sobreviva e passe adiante suas caracteristicaspd&o genético, caminhando para obter o

méximo de adaptacao possivel em um determihadiat (Evans, 1996).
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Estudo fitoquimico: desenvolvimento e implicagfes

Citacdes a respeito da utilizacédo de plantas nmadscforam encontradas em diversos
documentos antigos de varias culturas, tais comonésos, chineses e egipcios.
Posteriormente, na Grécia antiga, varios estuditasnbém contribuiram para a consolidacao
do estudo de plantas. HipGcrates, considerado @gainda medicina moderna, caracterizou-se
por adotar a natureza como guia na escolha dosdresnflatura medicatrix e Teofrasto,
discipulo de Aristoteles, que escreveu varios $ivsobre a histéria das plantas, dissertou
sobre as aplicacdes BapaversomniferumBolzani, 2002; David, 2004).

A era moderna e a quimica de produtos naturaisoinise no século XVIII com o
isolamento dos primeiros compostos de origem vegetaorfina (1803), a quinina (1819) e
a atropina (1831) (Nascimento, 2006). No Brasipmitiva da gra-duquesa austriaca Maria
Leopoldina Josefa Carolina de Habsburgo (primeirgperatriz do Brasil) contribuiu
decisivamente para o desenvolvimento cientificaomed.

O médico e botanico Carl Friederich Von Martius 2o6logo Johann Baptist Spix,
membros da comitiva real, iniciaram uma expedigéntifica de quatro anos que resultou no
primeiro estudo sistematico da flora e da faunaileiea (Bolzani, 2002). Martius ainda teve
influéncia direta na concepcdo da fitoquimica n@sBr Martius sugeriu a um jovem
farmacéutico aleméao, Theodoro Peckolt, que viessRrasil para estudar a flora. Atracando
no porto brasileiro em 1847, T. Peckolt se tornquanda fitoquimica brasileira e constituiu
uma familia de cientistas notaveis dedicados pd#Eorente ao estudo quimico de plantas
brasileiras. O inicio dos estudos de Quimica dellros Naturais numa instituicdo publica
brasileira foi em 1874, considerado o ano do namtimmda fitoquimica no pais (Santos,
1998; Santos, 2005).

Em mais de 130 anos de historia da quimica deuprechaturais no pais, os estudos
com plantas medicinais ainda n&o receberam dasiagédmanciadoras a atencao que o tema
merece (Bolzani, 2002). O mercado mundial para aahal produtos derivados de plantas
movimentou, em 1997, U$ 22,6 bilhdes. Cerca da deetiestas vendas vem de substancias
puras e a outra metade de fitoterapicos. Estin@guseeste mercado caminha numa taxa de
crescimento médio anual de 6,3%, alcangcando mai30d® bilhdes de ddlares em 2004.
Terpenos, incluindo taxodides e esterdides, estddoeno de U$ 15,0 bilhdes em vendas
mundiais (David, 2004). Mesmo com esse mercadolenagxpansédo, as plantas medicinais

endémicas no Brasil ainda sdo pouco conhecidastitondo-se num vasto e rentavel campo
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de pesquisa e desenvolvimento para cientistangsiras que dao mais importancia para tais
estudos (Bolzani, 2002).

Neste contexto, o estudo quimico de plantas vetareando cada vez mais essencial
em diversas areas de pesquisa e desenvolvimenteedeamentos. O estudo fitoquimico,
dentre outras funcdes, possibilita a validagaolaet@s medicinais consagradas pela medicina
popular e contribui para a determinacdo de alvoBdicos de importancia farmacoldgica.
Estudos fitoquimicos contribuem para o esclarecimele rotas biossintéticas de diversos
constituintes, com a finalidade de aperfeicoar adpgdo de metabdlitos secundarios de
interesse industrial e aprimorar as técnicas deaaerde qualidade de fitoterapicos. Também
fornecem novos compostos com atividade biol6gicapmtétipos para novos farmacos
(Yunes, 2001; Bolzani, 2002).

Constata-se que, o estudo quimico de plantagstast classicos quanto os aplicados,
tém seu espaco dentro do universo da génese ds temvelogias na area medicinal, seja de
base ou de ponta, ndo deixa de ser uma etapa der nmeportancia. Portanto, com a
necessidade do estudo fitoquimico exigido pelaslagio brasileira no ambito dos
fitoterapicos e fitofarmacos, essa area de pesdarsau-se mais valorizada e vista como
uma geradora de conhecimento aplicavel e indispehgara diversos setores da industria e
ramos da ciéncia (Yunes, 2001; Brasil, 2004).

A familia Celastraceae o génerdVaytenus

Evolucdo das celastraceas

O periodo Cretaceo foi marcado pelo dominio denawo grupo de plantas dotadas de
uma estrutura inovadora, a flor, e de outras camaticas que permitiram superar as diversas
modificacdes de um planeta em desenvolvimento @idg, 1990; Magallon, 2001; Van de
Peer, 2005). Havia uma riqueza de espécies habitamdnais diversos ambientes e muitas
das familias atuais mostram similaridades com @anexistentes no Cretaceo, tais com, as
familias Clethraceae, Hamamelidacea® Celastraceaeque apresentam caracteristicas do
género extintdiscoclethra(Knobloch, 1991). Entretanto, o final deste peviéai marcado
por um acontecimento cataclismico, ocorrido ha @ihdes de anos, que devastou mais de
70% de todas as espécies que habitavam o planefao(ighlin, 2006). Os sobreviventes
imediatos a catastrofe ainda tiveram que se adaptan ambiente extremamente hostil e a

outras altera¢des que ocorreriam na Terra nosquerigubseqientes (Gingerich, 1990).
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A era Cenozobica, entdo, iniciou-se com um mundamstado e o primeiro periodo
desta era, o Paleoceno, foi marcado pelo isolanmgimontinentes, formacéo e estruturacao
dos mares e oceanos e por uma mudanca quimicantesfata que determinaram uma
profunda alteracéo do gradiente de temperaturaydad®r aos polos (Gingerich, 1990). Num
contexto de grandes mudancgas, € concebido um rgpériene com flor designada hoje de
Wuyunanthus hexapetalutando inicio a historia de adaptacéo e evolucaontke das mais
de 450 familias de angiospermas descritas atuatmanfamiliaCelastraceaeOs fosseis
desta nova espécie, elo entre as atuais e as éfasti@ceas”, foram encontrados em solo
datado de 60 milh6es de anos, no condado de Jjgimgivincia de Heilongjiang, a noroeste
da China (Li, 2001). Pode-se sugerir, portanto, @ssa descoberta que as celastraceas
surgiram definitivamente na fronteira entre o pdoicCretaceo superior e o Paleoceno, fase
sombria para vida na Terra (McLoughlin, 2006). @®knte isso implicou na sobrevivéncia
das espécies com maior capacidade adaptativajdodis que tinham melhores condigfes de
alterarem rapidamente seus genes, metabolismo tenaaa ou seja, melhor plasticidade
fenotipica e genotipica, mostrando que esse gr@@lantas desenvolveu uma grande
capacidade adaptativa.

Os géneros atuais das Celastraceas provavelnmamecaram alguns milhées de anos
depois, no periodo Eoceno, onde ha indicios daéexig de espécies similares as conhecidas
hoje. Neste periodo foram encontrados fésseis dsv@&spécies em diversas partes do
mundo, tais comdzoupioxylon stutzer{Colémbia)e Celastrinoxylon ramunculiform{&ra-
Bretanha), que apresentaram caracteristicas sémil@os modernos génerdsoupia,
Maytenuse Catha Portanto, o atual grupo das Celastraceas e, gdestemente, géneros
recentes, comdlaytenus,iniciaram sua génese ha mais ou menos 40 milhéeands, se
adaptando e espalhando por varios ecossistemasaigpxistentes no globo terrestre (Poole,
1999).

Caracteristicas botanicas da famlielastraceae

A atual familia celastracea, constituida por na@®0 géneros e 1300 espécies, é um
grupo muito diversificado constituido por trepadsirlenhosas, arbustos e arvores,
encontradas em todas as regifes tropicais e tedgsedo planeta (Figura 4, pag. 19), com
excecdo das regides desérticas do Oriente Médmamtinente Africano e as areas gélidas
da Sibéria (Simmons, 2001a; Simmons, 2001b; SteZ&d).

18



Os membros da famili@elastraceaeapresentam folhas simples, alternas ou opostas;
coriacea ou membranosa; pecioladas; com lamin&antestipuladas inconspicuas ou sem
estipulas, e sem meristema basal persistente. Eah @ membros deste grupo de plantas
apresentam folhas resinosas com epiderme muciksminamina com cavidades secretoras;
mesofilos com idioblasto esclerenquimatoso e duntesores sem floema. Geralmente o
caule apresenta cavidades secretoras, com cortdgnci células cristarquicas e nédulos

unicelulares.

W Celastracea
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Figura 4: Distribuicdo geogréfica da famialastraceagStevens, 2006).

Algumas espécies ndo apresentam floema interf@emas com ou sem traqueidos,
fibras traqueidicas e fibras libriformes. Os vadas paredes terminais em geral sdo simples
ou escalariformes, apresentando madeira contendm@ama apotraqueal ou paratraqueal.
As flores sdo dispostas em cimeiras ou fascicgle®lmente pequenas e regulares, em geral
pentdmeras e radialmente simétricas. O disco hipsgi € normalmente encontrado em
posicdo intraestaminal e anular. A placentacdoilarag apresenta perianto com célice e
corola distintos. O ovario € desde subero a paneiale infero (mais ou menos mergulhado
no receptaculo), com 2 a 5 carpelos e outros tdétoos, cada loculo com um sé ovulo. Os
frutos sdo carnudos, capsulares, capsulares iet¢ées; bagas, aguendides ou samaras e as
sementes sdo comumente endospérmicas. Quandotpraseserfrutos, o endosperma contém
quantidade consideravel de oleos fixos e em geyadeanentes sdo aladas ou foliaceas e
contém um embrido bem diferenciado, clorofiloscseeto e apresentam dois cotilédones;

largos, folidceos, com germinacéo fanerocotilacriptocotilar (Cronquist, 1988; Joly, 1998).
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Caracteristicas gerais t#aytenus salicifolidReissek

Maytenus sp. Molina é um dos maiores géneros da familtelastraceage
compreendendo 200 espécies de distribuicio troffcadbmumente encontrada no continente
sul-americano, sendo que o maior nimero de espésiasiocalizado no Brasil (Carvalho-
Okano, 2005).

A cultura popular utiliza-se de algumas espéciested grupo de plantas com
finalidades terapéuticas. Uma destas espécies ®&lagtenus salicifolia, conhecida
popularmente como “cafezinho” (Figura 5, pag. 2Ljas folhas sdo utilizadas, sob a forma
de decocto, para alivio de pruridos e alergiasri{Brd 989).

E uma espécie arborea, polimorfica, encontradadiersoshabitats no estado de
Minas Gerais e pode alcancar cerca de 20 metrafiuta. Caracterizam-se por ramos novos
achatados, folhas membranaceas com apice acumimadgem dentado-serrada, nervuras
primarias salientes em ambas as superficies eisfl@escéncias plurirramosas, multifloras
(Carvalho-Okano, 1992). Apresenta uma grande pidatie fenotipica em relacdo a
anatomia foliar, modificando a estrutura e comgsicelular da folha em resposta ao
ambiente onde os individuos estdo inseridos. A ssspa foliar, numero de células
epidérmicas (células/nfiy espessura da lamina foliar, espessura da caticdlulas do
mesofilo, nimero de esclereides na nervura cestralpresenca de cristais estildéides sdo
variaveis nesta espécie, e, portanto, dependentalitat onde sdo encontradas (Valladéo,
2005).

A via metabdlica priorizada por esta espécie, mosdoutros membros da familia
celastraceagé a via dos terpenos. A composicdo quimica camaatse, principalmente, pela
presenca do esteroidg-8itosterol e de triterpenos pentaciclicos, taima@ofriedelina,p-
friedelinol, a-amirina, B-amirina e lupeol (Figura 6, pag. 21). Foram relata ainda,
compostos como o dulcitol, hidrocarbonetos de ealigiga e ésteres graxos da populacéo
coletada em Ouro Branco, MG (Valladdo, 2005; MiegrD06; Miranda, 2007).

20



Figura 5: Foto da lateral da copa (A) e da infoéacia (B) de um exemplar de porte arbéreo
da espécieM. salicifolia localizada na Estacdo Ecologica da UFMG (Miranda,
2007).

RTTIIIIT] 8

2

Figura 6:Compostos isolados dd. salicifolia (Celastraceap Friedelina (1),-friedelinol
(2), a-amirina (3), p-amirina (4), lupeol (5) e-sitosterol (6) (Valladdo, 2005;
Miranda, 2006).
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1. OBJETIVOS

A diversidade de caracteristicas distintas entreeg®ecies de uma mesma
familia de plantas pode gerar grandes dificuldadetentativa de organiza-la nos niveis
de género e espécie. A atividade de classificardeterminado organismo vegetal é
uma tarefa ardua e dependente de um estudo imiptoliar que pode envolver diversas
areas da ciéncia, tais como, a botanica, a genétigaimica. Portanto, mesmo a
taxonomia atual baseada na analise morfolégica pedepoiar em um ou mais dados
relativos a auséncia ou presenca de determinadagésgias quimica para definir
corretamente a classificacdo de uma determinadeiesgAssim, a utilizacdo de dados
guimiotaxondmicos, apesar de modesta, tem propw@dm importantes subsidios a
taxonomia classica corroborando para uma corregasificacdo das centenas de
espécies vegetais que compdem o grupo das angiesper

As espécies objetos de estudo deste trabdagienus salicifoliae Maytenus
gonocladaapresentam caracteristicas morfo-anatdbmicas comantaa similaridade que
se levantou a hipétese de que tratava de uma aspExie. A possibilidade de unificar
ou separar as duas espécies e, posteriormenteifid@ntde forma correta,
especificamente, uma populacdo coletada em Ournc8ré@MG), na qual, estudos
fitoquimicos estdo sendo realizados, despertoteoeisse no estudo quimiotaxondémico

destas espécies. Assim, com o presente trabaltendeese:

1) propor um protocolo de analise quimiotaxonémididizando-se de técnicas
histoquimicas e cromatograficas, com a finalidage agirimorar a identificacdo e
caracterizagcdo das populacobk salicifolia, coletadas em Ouro Branco e Belo
Horizonte, e a populagéo t& gonocladagcoletada em Caeté;

2) utilizar-se de métodos quimicos de analise conmtwito de auxiliar os
métodos classicos de classificagdo botanica naifidagdo inequivoca das populacdes
trabalhadas;

3) dar continuidade ao estudo fitoquimico de castpa de frutos e, também,

desenvolver o estudo fitoquimico do extrato hex@rde folhas deM. salicifolia

coletada na Estacao Ecoldgica da UFMG, em Minasai&er
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2. AREAS DE ESTUDO

2.1 Localizagao

As éareas de coleta localizam-se nos municipios deo @ranco, Caeté e Belo
Horizonte, Minas Gerais, entre as coordenadas@9°22° 30’ latitude sul e 43° 40’ - 44° 00’
longitude oesteGoogle Earth, 2009

2.2 Caracteristicas gerais

O estado de Minas Geraigxibe uma extraordinaria riqueza bioldgica e
geomorfoldgica, cupando posicao privilegiada no territério brasilejuanto a diversidade
ambiental. Localizado em uma &rea de complexaageis em transicdo que resultam em
regibes de alta biodiversidade com a ocorréncigspecies endémicas e de distribuicdo
restrita(Filho, 2002; Drummond, 2005; Meira-Neto, 2007)

Em Minas ocorrem quatro grandes dominios morfoestis: as escarpas € macicos
do complexo cristalino onde se encontram a Sertdatdiqueira e planalto sul de Minas; os
relevos da bacia sedimentar da depressdo do Sacidé@ e os Chapadbes da Vertente
Ocidental do S&o Francisco; os relevos da baci®atana, com coberturas Mesozoicas e
sedimentos Paleozdicos do triangulo mineiro e t&s auperficies modeladas em rochas do
Proterozoico (pré-cambriano médio e superior), car®erra do Espinhacgo, Serra Geral e
Quadrilatero Ferrifer@Filho, 2002; Drummond, 2005)

Estas diferentes formas de relevo, somadas astedsticas do solo e aos aspectos
dindmicos da atmosfera, tais como, a Zona de Cgéxera do Atlantico Sul (ZCAS), as
Frentes Frias, principais responsaveis pela ptacgo pluvial, o Anticiclone Subtropical do
Atlantico Sul e o Vortice Ciclénico de Ar Superippdem ocasionar grandes periodos de
estiagensEsses processos meteoroldgicos propiciam paisamgeito variadas, recobertas por
vegetacOes singulares, adaptadas aos inUrhatmtatsexistentes inseridos em dois grandes
biomas brasileiros: as savanas (cerrados e carepas)fiorestas estacionais semideciduais,
conhecidas como mata atlantica (Drummond, 2005ukfin 2007).

O dominio do cerrado, localizado na porcao centidemtal, ocupava cerca de 60%
da extensdo territorial do Estado, o dominio daaMsdtantica, localizado na porcéo oriental,
perfazia mais de 40% da area de Minas Gerais. Ddorgeral, a paisagem transita para o

cerrado ao sul e a oeste, para a regido dos carapestres ao centro e para a floresta
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atlantica a leste, exibindo regifes de dificil cegdzacdo, oicomo manchas inclusas em
outras formas de vegetacdo (Drummond, 2005). Nanemt em consequéncia do
desmatamento a cobertura nativa foi drasticamesttezida a remanescentes esparsos que
nao deve ultrapassar 2% do territdrio mineiro, edexxorréncia disto todos os trés locais de
coleta mencionados neste trabalho sofreram algpm de acdo antrOpica (Motta, 1996;
Mantovani, 1998; Sano, 2001; Godoy, 2003; Macha@64;Meyer, 2004).

Segundo a classificacdo de Koppen, os dois priiscigamas do estado de Minas
Gerais sdo do tipo “As” (equatorial com verdo seegjdes norte e nordeste) e o “Cwa”
(temperado com inverno seco e verao quente, regidesudeste, leste e central), sendo este
altimo, o clima caracteristico da regido metropoi# de Belo Horizonte, Ouro Branco e
Caeté (Rubel, 2006; Minuzzi, 2007). Dentro desgpace os trés locais escolhidos para
efetuar o estudo foram a Estacdo Ecologica da UFRMSerra de Ouro Branco e a Serra da
Piedade.

2.3 Estacéo Ecologica da UFMG

O trecho de mata estudado, localizado nas coaddsngeograficas 19° 52’ 30" S e
43° 58’ 24" W, pertence a uma unidade de conseovagdana de cento e quatorze hectares
da Universidade Federal de Minas Gerais. Regidmi@uicoberta pela floresta estacional
semidecidual submontar{&igura 7, pag. 26)nas proximidades de uma regido de tensédo
ecoldgica. O clima é subquente semi-Umidig@ra 8, pag. 27¢om temperatura média anual
de 21,1°C éndice pluviométrico anual médio de 1491,3 nsendo junho, julho e agosto os
meses mais secos e novembro, dezembro e janemaishuvosos. O relevo é ligeiramente
ondulado com altitude em torno de 85dMeyer, 2004; ALMG, 2009 oogle Earth, 2009
Segundo dados do IBGE (2005), o solo da regido ashgtse na classe PVA —
Argilossolo Vermelho Amarelo (Figura 9, pag. 27) eqsao solos minerais, nao-
hidromorficos, com horizonte A ou E (horizonte aeda de argila, ferro ou matéria organica,
de coloracéo clara) seguido de horizonte B textaemh nitida diferenca entre os horizontes.
(Santos, 2003; Sousa, 2007; Marques, 2009).

2.4 Complexo do Espinhago

O Espinhacgpossui aproximadamente 1.100 km de extensédo egadirnorte-sul e

varia de 50 a 100 km na direcdo leste-ostam altitudes médias entre 800 e 1.200 m e
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maximas entre 1800 — 2000 Bm Minas Gerais, € dividida em seis grandes afasa do
Caraca, Serra do Cip06, Serra do Cabral e Serra@®/@ogol, e na Bahia, Serra do Rio de
Contas, Serra do Sincora, Serra do Tombador eatbida, Serra do Ouro Branco e Serra da
Piedade (Melo, 2000; Araujo, 2005; Ruchkys, 2007).

Nestas porgbes do relevo mineiro encontramos sbgertipos fitofisionOmicos
diferentes, permutando ora para os dominios da M#iatica e ora para o Cerrado, exibindo
graduais zonas de transicdo. A vegetacao tipicdoprimante sdo 0s campos rupestres, no
entanto, outros tipos de vegetacdo sdo encontréaiescomo as matas de neblina (estrato
mais alto), cerrados e campos (estrato intermejiaras matas de galeria e florestas de brejo
(estrato inferior). As vegetacdes mais densas, eml,gndo sdo continuas, e apresentam-se
como ilhas, manchas ou bosques rodeados por caropestres ou em longas cadeias
florestais margeando os riachos (Melo, 2000; Ara2(®5).

A flora destas terras altas, apesar de exuberaate&esenvolvem em solos rasos,
arenosos ou pedregosos, ou mesmo fixando-se per &nfendas nas rochas. Solos pobres
em nutrientes, com alta acidez e baixa capacidaglereiencdo de agua, formado
principalmente por rochas do tipo itabirito, quartgnaisse e canga lateritica (Araujo, 2005;
Ruchkys, 2007).

2.4.1 Serra de Ouro Branco

No limite sul do Complexo do Espinhacgo, no platdSesra de Ouro Branco (20° 29’
20" S e 43° 41' 59" W) em uma altitude de 1400 mcaliza-se a faixa de floresta
semidecidual montana a beira de um curso d’aguaa(wcibar) e circundada por campos
ruspestres, objeto de estudos neste trabalho.

E uma regido de dominio da floresta estacional desidual(Figura 7, pag. 26)mas
observa-se também a ocorréncia de ecoétones comsegitdncia das caracteristicas
geomorfolégicas e edaficas peculiares a reg@oclima é classificado como tropical
mesotérmico semi-umido (Figura 8, pag. 27) cemmperatura media anual de 19,4 °C e
indice pluviométrico anual médio de 1474,9 {iBGE, 2002; Melo, 2000; ALMG, 2009;
Google Earth, 2009

O soloraso e arenoso, de acordo com o IBGE (208%)assificado como cambisso
haplico (Figura 9, pag. 27) que apresenta comoctfiatica a pouca profundidade, altos
teores de silte e baixa permeabilidade (Santos3;2@0reira, 2007; Sousa, 2007; Marques,
2009).
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2.4.2 Serra da Piedade

Localizada pouco mais ao norte (19° 49’ 00” S 4B 30” W), a Serra da Piedade é
uma area com cerca de 2000 hectares consideradanmanto natural, arqueoldgico,
etnografico e paisagistico de Minas Gerais, tomiodémneoncedido pelo Instituto Estadual do
Patrimoénio Histérico e Artistico (IEPHA-MG) em 20qRuchkys, 2007; Google Earth,
2009)

A Serra da Piedade esta inserida em uma regidend@o ecoldgic@rigura 7)que
exibe paisagens dotadas de riqueza floristica @xiirearia com um elevado grau de
endemismos. As coletas foram realizadas em um redimata e campo rupestre) a uma
altitude de 1425mO clima é classificado como tropical mesotérmiamisémido (Figura 8,
pag. 27) comemperatura média anual de 21,1 °@hdice pluviométrico anual médio de
1491,3 mm(IBGE, 2002; Melo, 2000; ALMG, 200%00gle Earth, 2009

O solo,lato sensué do tipo PVA — Argilossolo Vermelho Amarelo (krg 9, pag. 27)
gue sdo solos minerais, ndo-hidromdérficos similareacontrado na Estacdo Ecoldgica —
UFMG (IBGE, 2005; Moreira, 2007; Sousa, 2007; Ma®|.2009), entretanto, nos locais de
coleta, 0 solo é raso e pedrogoso constituido ipafroente por canga lateritica, material
resultante do intemperismo do mineral itabiritoeggdos a hidroxidos de ferro (Santos,
2003;Ruchkys, 2007)
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Figura 7: Mapa da regido de coleta evidenciando os biomasaflze e mata) e as areas de
transicdo (regibes de tensdo ecologica). As lekasB e C referem-se as
populac6es de Ouro Branco, Belo Horizonte e Caeg$@gectivamente.
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Figura 8: Mapa da regido de coleta mostrando os tipos climgitiegionais. As letras em A,
B e C referem-se as populacbes de Ouro Branco, Belizonte e Caeté,
respectivamente.

&C %g.?; Populagdes coletadas
; % B Latossolo vermelho
V fj § Latossolo vermelho-amarelo
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Argissolo vermelho
‘,;‘i'ﬁggA Cambissolo
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Figura 9: Mapa apresentando as variagdes do solo mineiregi@oxr de coleta. As letras A, B
e C referem-se as populagcbes de Ouro Branco, Belozdtite e Caeté,
respectivamente.

27



3. MATERIAIS, METODOS E INSTRUMENTOS

3.1 Material vegetal

3.1.1Maytenus salicifolifCelastraceag

As coletas dos frutos e folhas Maytenus salicifoliapara o estudo fitoquimico
foram realizadas na Estacdo Ecolégica da UFMG, Mpia de Belo Horizonte, Minas
Gerais, em maio de 2004 e 2005, respectivamente.espgcimes coletados foram
identificados pela PréfDra. Rita Maria Carvalho-Okano, do Departamemtddtanica da
Universidade Federal de Vigosa (UFV), com a colab@do da Préf Maria Cristina
Teixeira, do Departamento de Botanica da Univedgdaederal de Ouro Preto (UFOP).
Uma exsicata do material se encontra depositadi#eriwario do Departamento de Boténica
da UFMG sob o cddigo BHCB 22856.

Para realizacdo dos estudos quimiotaxondmicodigarde rutina e de triterpenos),
optou-se por coletar preferencialmente folhas pleme desenvolvidas de seis individuos
diferentes de cada populacéo. A coleta foi reatizad dois locais, Serra de Ouro Branco e
na Estacdo Ecolégica da UFMG, todas no inicio ds deéoutubro de 2008. A localizacéo
exata, caracteristicas edaficas e morfoclimatist#oedescritas em detalhes no item 2 deste
trabalho, intitulado “Areas de estudo”. O matedaletado em cada uma das localidades
receberam uma codificacdo com o intuito de designiaical de coleta de cada uma das
populacgdes, a sigla OB identifica o grupo coletaaioOuro Branco e BH, o grupo coletado

no municipio de Belo Horizonte.

3.1.2Maytenus gonocladéCelastraceag

Folhas deM. gonocladaforam coletadas na Serra da Piedade, municipiCadxté
(MG), no inicio do més de outubro de 2008. O malédai identificado pela professora da
UFV, Dra. Rita Maria Carvalho-Okano e comparado exsicatas depositadas no herbario
do Departamento de Botanica da UFMG com nimeregistro BHCB 22635 (Mendonca,
1997). Designou-se o codigo CA para a identificadgstia populacao.

28



3.2. Padrdes, reagentes colorimétricos e testes lpreénares

3.2.1 Padrdes

Os compostos utilizados como padrdes, tais comotriterpenos friedelina,
friedelinol, lupeol, a-amirina, B-amirina, o esterdide p-sitosterol, mistura de
hidrocarbonetos de cadeia longa e o flavondidenautioram isolados, purificados e
elucidados com o auxilio de técnicas analiticas,damo IV, CG/DIC, CG/EM e RMN,
em trabalhos anteriores realizados pelo grupo dgquiea do NEPLAM (Vallad&o, 2005;
Miranda, 2006; Oliveira, 2007).

3.2.2 Vanilina perclérica

Consiste de uma solucgéo (1:1) de vanilina a 1%gwmietanol e uma solugéo aquosa
de &cido perclorico a 3%. A solugdo é comumenteadia em cromatografia em camada
delgada como revelador geral e ndo especifico, rmada preferencialmente compostos
apolares (hidrocarbonetos, esterdides e terperj6idada cromatoplaca, apos ser borrifada
com a vanilina perclérica, deve ser aquecida enfast 100°C por 5 a 10 minutos (Ugaz,
1988, Waksmundzka-Hajnos, 2008).

3.2.3 Dragendorff

Reagente para deteccdo de alcaldides, € constitiidama solucdo de nitrato de
bismuto (0,85 g) dissolvido em 40 mL de agua e 10de acido acético glacial seguido
pela adicdo de 50 mL de uma solucdo aquosa devidéepotdssio com concentracao de
0,40 g/mL (Ugaz, 1988, Waksmundzka-Hajnos, 2008).

3.2.4 Liebermann-Burchard (LB)

Este reagente é preparado com anidrido acéticoentiaclo (A) e &cido sulfurico
concentrado (B). Este teste, utilizado para indéicgresenca de triterpeno pentaciclico ou

esteroide, consiste na dissolucdo da amostra emdéncloroformio0,2 mL de A e uma 1
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gota de B. No teste positivo para triterpenos pentaciclicBspositivo), observa-se o
desenvolvimento de coloragcéo violeta passando ao azmbapecendo, assim, por algum
tempo. Para esterdides a cor formada é azul, que rtersee rapidamente para o verde
(Ugaz, 1988, Waksmundzka-Hajnos, 2008).

3.2.5 Lugol

Utilizado para deteccdo de amido, consiste na dissoldedd0 g de iodeto de
potassio e 5 g de iodo em 20 mL de 4gua destilada.d&gdacdo mecanica, transfere-se a
solucdo para baldo volumétrico de 100 mL e completagalume com agua destilada
(Kraus, 1997).

3.2.6 Cloreto férrico

Reagente usado na deteccdo de compostos fenolicogste@s uma solucdo de

cloreto férrico a 5% p/V em solu¢cdo aquosa (Kraus, 1997

3.2.7 Floroglucinol

Utilizada na identificacdo de lignina, consiste na dissawe 1 g de floroglucinol
em 100 mL de etanol PA (Kraus, 1997).

3.2.8 Vermelho de sudan B (lll)

Este reagente € preparado dissolvendo-se 0,5 g de $lidam100 mL de etanol
80% em aquecimento a 60 °C, apds a o arrefecimemistara é filtrada. E utilizado para

a determinacédo da presenca de lipidios (Kraus, 1997).
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3.3. Materiais e equipamentos

3.3.1 Misturadores e agitadores

Para a homogeneizacdo das amostras, foram ubiézadSharker Bath - Orbit” da
“Lab-Line” dotado de banho com aquecimento, e duraslor “Minishaker” modelo IKA-
MS2, pertencentes ao Laboratdrio de Quimica Broldgitta e Cromatografia (QBC) da
Fundacgédo Ezequiel Dias (FUNED) e agitador magnetamm aquecimento modelo IKA
RH-KT/C da Divisdo de Laboratério, Secdo de Figc®uimica Legal do Instituto de

Criminalistica do Estado de Minas Gerais.

3.3.2 Balancas

As pesagens foram realizadas utilizando a balsega-analitica (d = 0,01 g e 0,001
g, respectivamente) modelo TE612 da “Sartorius’FNEM-UFMG) e a balanca “Marte”
modelo AL 500C (QBC-FUNED). As medi¢cdes de pequenassas foram realizadas em
balancas analiticas (d = 0,0001 g) da “Bel Engingér‘UMark” 210A (NEPLAM-
UFMG) e “Mettler-Toledo” AB104 (QBC-FUNED).

3.3.3 Evaporadores rotativos

Os solventes utilizados foram recuperados em esdpres rotativos “Jouan”
RC10.10 (QBC-FUNED), rotavapor “Laboreta 4000” (¢H#ph), “Tecnal” TE-120 e TE-
210 (NEPLAM-UFMG).

3.3.4 Estufas
A desidratacdo do material vegetal, a ativac@wvelacdo das cromatoplacas foram

realizadas em estufas disponiveis NEPLAM-UFMG, sodaodelo “Retilinea”, marca
“Fanen Ltda”.
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3.3.5 Instrumentos para medicao de volume

Todas as medi¢Oes foram realizadas com vidraeaBcadas Pirex®) e pipetas

automaticas calibradas marca “Brand” (100 1000uL e 10 mL) .

3.3.6 Ponto de fusao

Os pontos de fusdo foram determinados em aparéR80HT” e “FISHER” do

Departamento de Quimica da UFMG.

3.3.7 Instrumentacao para analise histoguimica

Os cortes histologicos foram realizados em micrétomanual de deslizamento tipo
“Ranvier” e as fotomicrografias foram obtidas encmscopio Olympus equipado com
sistema fotografico AD e camera fotogréfica digitedrca “Canon”, modelo “Power Shot”
A630.

3.3.8 Cromatografia em camada delgada

Foram utilizadas placas de silica gel 60G de (g@al{tica) e 0,50 mm (preparativa)
de espessura, em suporte de vidro, ativadas 8CL@) quando necessario, com adicéo de
2% p/p de nitrato de prata. Os reveladores utiigddram uma camara dotada de lampada
de emissdo de luz ultravioleta (compostos fendjjcemnilina perclorica (terpenos,

esteroides e graxas) e Dragendorff (alcaloides).

3.3.9 Cromatografia em coluna

Utilizou-se silica gel 60 (70-230 MeshFrisil® em propor¢éo variando de 1:30
a 1:100 de amostra para a fase estacionaria. @snse$ utilizados na cromatografia em
coluna foram todos grau P.A, destilados e reddstaquando necessario. Fracdes e sub-
fracOes obtidas no processo cromatografico forantemtradas em evaporador rotatorio

sob presséao reduzida, de acordo com a necessidade.
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3.3.10 Cromatografia gasosa acoplada a espectiardetmassas

A andlise foi realizada em cromatografo gasosopegla com espectrometro de
massas (CG/EM) dotado de ionizador por impactdéteoas (70 kev) de mar&himadzy
modelo GC-17A/GCMS-QP5050A, utilizando-se colund'Agilent Technologies'DB-1
de dimensbes 30 m de comprimento por 0,25 mm daedié interno e 0,2fum de
espessura do filme de 100% de dimetilpolisiloxamodos os cromatogramas foram

obtidos no modo de analises de ions totais (TIC).

3.3.11 Cromatografia liguida acoplada a especwofetria no ultravioleta

A analise por cromatografia liquida (de alta efici@) com detector na faixa do
ultravioleta (CLAE/UV) foi realizada em equipame@bimadzymodelo LC-10AD, classe
VP, acoplado a detector de foto-diodo SPD-10AV itrodadora SCL-10A, utilizando uma
coluna Chromolith PerformanceRP-18 (100 x 4,8 mm) da Merck, da Divisdo de
Laboratério, Secao de Fisica e Quimica Legal diituihs de Criminalistica/MG.

3.3.12 Espectroscopia na regido do infravermelho

Os espectros na regidao do infravermelho (IV) foramtidos em um dos
espectrometros a segumodelo Spectrum 2000, FT-IR dRerkin Elmerpertencente a
Faculdade de Farméacia da UFM&leimadzuR435 da Divisdo de Laboratério, Secédo de

Fisica e Quimica Legal do Instituto de Criminalistica do Estaddidas Gerais.

3.3.13 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear

Os espectros de ressonancia magnética nuclear (RMM) elele*>C foram obtidos
em equipament®&ruker AdvancedDRX 400 e DPX 200 com transformada de Fourier, do
Departamento de Quimica da UFMG. Foi utilizado como padrddS (H, 400,12 e
200,13 MHz,*C, 100 e 50,288 MHz3=0, interno). Os espectros de hidrogénio e de
carbono foram obtidos utilizando cloroformio deuterado QG metanol deuterado

(MeOD) e gotas de piridina, quando necessario.
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4. ESTUDO QUIMIOTAXONOMICO DE MAYTENUS SP.

A confirmacéo da identidade taxondmica de uma detada espécie utilizada
com finalidade terapéutica, na alimentacdo ou ebathos académicos envolve um
procedimento complexo, que exige a analise deatlifes partes da planta através de
avaliacdes morfolégicas de partes do vegetal, es@chicas de microscopia e anélises
guimicas de extratos obtidos dos érgéos veget@soatle exames (Farias, 2001; Brasil,
2004).

A expansdo do uso de medicamentos fitoterapicos apronoramento das
técnicas de andlises cromatograficas estimularagfiodr oficiais de controle de
medicamentos fitoterapicos, tais como a BHMA e aVABA, a inclusdo da andlise por
perfil cromatografico fingerprint), tanto com a finalidade de substituir o uso de
marcadores, quanto em substituicdo ao estudo fitoga (Brasil, 2004; Dixit, 2008).

Observa-se que a quimiotaxonomia moderna, apaiadanovas tecnologias
analiticas esta intimamente relacionada com o alentte qualidade de medicamentos
fitoterapicos como consequéncia da necessidade odéirnsacdo inequivoca da
autenticidade do material vegetal ou do produtbada que é, também, quase sempre
dependente da analise dos constituintes quimicasad@es de uma determinada
espécie, género ou familia (WHO, 2000; Brasil, 2@@Heng, 2006).

Com relacdo a outras areas da ciéncia (taxonorotanisca forense, ecologia,
toxicologia ambiental), a quimica taxondmica comgeranea tem sido discretamente
utilizada, apesar de suas aplicacbes na avaliagaoveis de poluicdo ambiental e na
possibilidade de sistematizagdo de um grande nlrder@lantas simultaneamente
(Djingovad, 2004; Valladao, 2005).

Este capitulo apresenta a andlise histoquimicavidgtenussp, utilizando
técnicas classicas de coloracdo, a determinacdotida por cromatografia liquida de
alta eficiéncia e a andlise de perfilngerprin) obtido por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas. O materietavemalisado envolveu folhas de
trés grupos ou populacdes tkaytenus sendo duas taxonomicamente identificadas
comoM. salicifolia (BH e OB) e a outra comid. gonoclada(CA), com o objetivo de
evidenciar similaridades e diferencas quimicaseendrgrupos pesquisados, bem como
propor um protocolo de “avaliacdo preliminar” dotgoeial fitoquimico de espécies

deste género e da familia Celastraceae.
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4.1 Protocolos de analise

Com excec¢do da histoquimica que se utiliza de mbfeesco ou em solucdo
conservante constituida por alcool etilico e aguanoporcéo de 7:3, todo o restante do
material vegetal utilizado nos experimentos foramnsetidos a processo de secagem a
temperatura ambiente, pulverizados em moinho desfadamisados em 2 peneiras com
aberturas de 0,84 e 0,25 mm, respectivamente. @rialavegetal de granulometria

intermediaria foi coletado e acondicionado em foasie vidro ambar.

4.1.1 Anélise histoquimica

Foram coletadas trés folhas plenamente desenvslviia trés individuos
diferentes de cada populacdo. As folhas frescag@ntementes fixadas, em solucéo
de etanol P.A. e agua destilada na proporcdo de fbBam seccionadas
transversalmente em seu terco meédio utilizando-se micrétomo manual de
deslizamento tipdRanvier Os cortes histolégicos selecionados com auxiéouch
pincel n° 2 foram colocados em vidro de reldgio coyua destilada e, posteriormente,
em contato com os reagentes de caracterizacaqhistica em placa de vidro (Kraus,
1997) (Figura 10, pag. 37). A andlise dos cortestoliigicos e as fotomicrografias
(Figuras 13, 14, 15 e 16, pag. 40 a 43) foram zadéis em microscopi@lympus
equipado com sistema fotografico AD e camera fétfoga digital daCanon

De acordo com os protocolos de Kraus e Arduin 71,98 seguimentos obtidos
de cortes das folhas foram corados com quatro méagecloreto férrico, floroglucinol,
lugol e vermelho de sudan B, com a finalidade deleg a presenca de compostos
fendlicos (preto azulado ou verde escuro), lignivermelha), amido (azul escuro ou

marrom escuro) e lipideos (vermelho), respectivaen@riguras 13 a 16, pag. 40 a 43).

4.1.2 Anélise de flavondides

Cerca de 5,00 g de folhas moidas das populacobtagieenus salicifoligOuro
Branco e Belo Horizonte) M. gonocladaforam transferidas para béqueres de 50 mL e
extraidas com 50,0 mL de agua destilada em ebuécagitacdo a 1200 rpm (valor
aproximado, controle analégico no nivel 4) utilidanmisturador magnético com
aquecimento “IKA” e barra de agitacdo por 30 misuf@lendonca, 1997). O material

foi filtrado em funil comum e papel de filtro ea@th desprezada. O filtrado foi mantido
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em frascos de vidro ambar e em geladeira por 2dsh&m seguida, coletou-se uma
aliquota da fase aquosa de 300diluida 5 vezes com uma mistura da solucdo “B”
(700,0 mL de &gua, 200,0 mL de metanol, 100,0 mlaakonitrila, 1,5 mL de &cido
férmico e 1,0 mL de trimetilamina) e da solucéo ‘(Atetonitrila pura) na proporcao de
1:1 para obtencdo de uma solucéo final de 1@0@erca de 5@L da aliquota diluida
foi injetada em CLAE/UV com sistema isocratico d®®da solugdo “A” e 50% da
solucdo “B” (Figura 11, pag. 38), a deteccéo falirmda no comprimento de onda de
262 nm e os resultados foram comparados com ossdi@nalise de uma amostra

padréo de rutina referido no subitem 3.2.1, padF&$uras 17 a 22, pag. 44 a 47).

4.1.3 Anélise de triterpenos

Trés amostras de 1,00 g de po de folhas das p@mslaigMaytenus salicifolia
(Ouro Branco e Belo Horizonte)M. gonocladaforam transferidas para tubos “falcon”
de 50 mL e extraidas com 5,00 mL de hexano P.Ailakds, em agitador tip&harker
Bath a 300 rpm por 1 hora a temperatura de 40°C. Ag&olwbtida em hexano foi
separada da torta por filtracdo em funil e papelfiti®, e transferida para tubos
“falcon” de 50 mL. O hexano foi recuperado em evagdor rotatério (“Jouan”
RC10.10) a baixa presséo. O extrato obtido foiugssndido em cloroférmio ultra puro
e aliquotas de 200L de cada extrato foram filtradas em filtros de5Qi4 e transferidas
para frascos de vidro transparentes de 2,0 widls(de 2,0 mL e 12 x 32 mm), em
seguida o volume foi completado para 1000 e cerca de 1,QuL das solucbes
resultantes foram injetados em cromatografo gasmsplado a espectrébmetro de
massas (CG/EM) (Figura 12, pag. 38)

A analise por CG/EM foi realizada com injetor emdoaplit, com razédo de
divisdo da amostra de 10 vezes (RDA=1Gsplit=10), com uma coluna DB-1 e o hélio
como gas carreador. Apos varios testes, foi pressjustar as melhores condigbes de
aquecimento do forno do cromatografo que consigiwuma rampa de aquecimento
inicial de 290 °C a 300 °C com taxa de 2,5 °C/mima isoterma de 7,0 min e uma
rampa final de 300 °C a 310 °C com taxa de aquatorde 5,0 °C/min e uma isoterma
final de 5,0 min para limpeza da coluna. A tempgeato injetor foi definida para a
mesma do inicio da corrida (290 °C), da fonte de e 310 °C e fluxo de gas hélio de
1,0 mL/min. A janela de analise (tempo de aquigi¢ébestabelecida entre 0 minuto
4,5 e 0 minuto 11,0 com tempo total de 15,0 micateida (Figuras 23 a 27, pag. 48 a
51).
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Folhas frescas ou recém fixa]as

Cortes histolégicos
1) Selecao de seguimentos

y 2) Adicdo de reagente colorimétrico

Cloreto férrico '

3) Tempo de reacéo: 2 mi

>

4) Montagem da lamina

Positivo
Cor preta azulada

Ou verde escuro

'

Floroglucinol

3) Tempo de reacdo: 5 min.

4) Montagem da lamina

Positivo
Cor vermelha

f

3) Tempo de reacdo: 5 min.

4) Montagem da lamina

Positivo
Cor azul escuro
OU marrom escuro

;

Vermelho de Sudan B'

3) Tempo de reacdo: 30 min.

4) Montagem da lamina

Positivo
Cor vermelha

Figura 10: Fluxograma do protocolo de andlise histoquimiedizado em seguimentos
de cortes de folhas dé. salicifolia e M. gonocladaKraus, 1997).
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Folhas moidas
509

1) Extracdo com agua
2) Agitacao (1200 rpm, 100 °C, 30 min)
3) Filtracéo

Extrato Torta
aquoso

4) Aliquota de 20QuL (1:5)
' 5) Injec&o de 50,QL

Andlise em
CLAE/UV

D‘

Figura 11: Fluxograma do protocolo de analise de flavonéides folhas deM.
salicifolia e M. gonoclada

Folhas moidas
10g

1) Extracdo com hexano

2) Agitacao (300 rpm, 40°C, 60 min)

3) Filtrac&o e lavagem da torta (2x1 mL)
4) Remocéo do hexano

Extrato em Torta
hexano

5) Ressuspensédo em CHElagitacdo (60 s)
6) Aliquota de 20QuL (diluicdo 1:4)

7) Limpeza ¢lean up em filtros de 0,4%m
8) Injecdo de 1,pL, com RDA=10

-

- - m - m - -

Andalise em
CG/EM

i

Figura 12: Fluxograma do protocolo de andlise de triterpeans folhas deM.
salicifolia e M. gonoclada
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4.2 Resultado das analises

4.2.1 Analise histoquimica

O estudo histoquimico das folhas das duas popidadé. salicifolia Reissek
e da populacédo dd. gonocladaMartius permitiu visualizar e comparar o contedeéo
substancias de reserva (lipidios e amido), lignsubstancia de sustentacdo) e de
compostos fenodlicos (metabdlitos secundarios).

Os resultados das andlises histoquimicas na caraco de lipidios por sudan
B foram positivos, conforme pode ser evidenciadia peesenca de uma coloragao
avermelhada indicada pelas setas na figura a seQiserva-se que os lipidios
distribuem-se principalmente pela fina cuticulatdaadaxial quanto abaxial, indicadas
pelas setas tracejadas e evidenciadas entre as Ipanalelas nas fotomicrografias A, B
e C (Figura 13, pag. 40), podem-se visualizar, &ambgoticulas de gordura no
citoplasma das células epiteliais em todos os grupoalisados, algumas foram
circuladas e sdo mostradas na figura 13.

A reacdo com cloreto férrico n&o revelou a pres@&ggcompostos fendlicos que
seria visualizado em uma eventual deteccdo po@oepgsitiva, com uma coloragcéo
negra azulada ou verde escuro (Figura 14, pag. 41).

A presenca de lignina foi constatada através dedceaom o floroglucinol,
evidenciada pela presenca de coloragédo avermeftzadarvura principal indicada pelas
setas. Pode-se visualizar uma faixa continua dasfitem vermelho, acompanhando o
floema e o xilema lignificado, também em vermeltd®,forma central, com elementos
de vasos radialmente dispostos. Um parénquima iaekiyhificado pode ser observado
no centro da nervura principal (Figura 15, pag. 42)

O teste para amido resultou negativo em ambas aslggdes testadas,
constatado pela auséncia nas fotomicrografias de cwmioracdo azul-negra ou uma
tonalidade de marrom bem intensa caracteristiceadagstancia de reserva exposta ao

reagente de lugol (Figura 16, pag. 43).
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Figura 13: Cortes transversais das laminas foliares (aunaam#0X) deM. salicifolia
— OB (A) e BH (B), eM. gonoclada(C) corados com “vermelho de sudan B”. Em
destaque goticulas de lipideos.
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Figura 14: Cortes transversais das nervuras principais (atomde 4X) de M.
salicifolia— OB (A) e BH (B), eM. gonocladaC) corados com cloreto férrico.
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Figura 15: Cortes transversais das nervuras principais (atamda 10X) deM.
salicifolia— OB (A) e BH (B), eM. gonocladaC) corados com floroglucinol.
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Figura 16: Cortes transversais das nervuras principais (atomde 4X) de M.
salicifolia— OB (A) e BH (B), eM. gonocladaC) corados com lugol.
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4.2.2 Analise de flavondides

Num trabalho de mestrado concluido em 1997, MirRimentel Mendonca
relatou diferenca na constituicdo quimica em dugseaes do génertMaytenus,
utilizando-se de cromatografia em camada delgadssilita (CCDS) associada a
lampada emissora de ultravioleta em 365 nm sdgVcomo técnica analitica de
identificacdo. A autora mostrou qi gonocladacoletada na Serra da Piedade, em
Caeté, apresentava uma quantidade aparente da mé&nor que a populacdo Ne
salicifolia coletada na Estacdo Ecoldgica da UFMG, atravéandise de CCDS do
sélido obtido por extracdo aquosa do po6 de folleasnabas as espécies estudadas.

Incentivado pelas informagbes supramencionadassugerido um protocolo
similar ao proposto por Mendonca (1997) para edtale flavonoides glicosilados, em
especial a rutina, com a finalidade de se verifecalistingdo entre os grupos vegetais
estudados no presente trabalho. Realizando o ptotde analise por CLAE/UV para
as trés populagdes, constatou-se inicialmente emgnm tempo de retencdo (TR) de
4,8 minutos (min) coincidente com a rutina padrém dR = 4,8 min (figura 20, pég.
46) no extrato aquoso dé. salicifolia populacdo OB (Figura 17, pag. 44). Com relacdo
ao perfil cromatografico, observou-se ainda queéhunera das populacdes apresentaram
perfil muito similar, revelando uma nitida difereagéio entre ambas as populacdes. Os
cromatogramas a seguir sdo resultados da analis€EXE/UV dos extratos aquosos

de folhas déMaytenus salicifoligpopulacdes OB e BH)Maytenus gonocladéCA).
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Maytenus salicifoliapopulagéo Ouro Branco (OB).
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Figura 18: Cromatograma obtido por CLAE/UV do extrato aquak® folhas de

Maytenus gonocladgopulacao Caeté (CA).
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Figura 19: Cromatograma obtido por CLAE/UV do extrato aquak® folhas de

Maytenus salicifoliapopulacéo Belo Horizonte (BH).
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Em uma analise mais minuciosa dos cromatogramasfigaras 18 e 19,
suspeitou-se que 0s picos com tempo de retencap €mR4,7 e 4,7 minutos nos
cromatogramas pertencentes aos grupos BH e CAeatésgmente, poderiam ser
relativos a presenca rutina. Para confirmar espesta, procedeu-se uma nova analise
por CLAE/UV com o sistema eluente diferente paexwato aquoso del. gonoclada
CA. Foi utilizado um sistema isocratico com 100 &sdlucéo “B” yide subitem 4.1.2,
Andlise de flavondides, pag. 35) com detector dedjidtado em 262 nm.

O cromatograma obtido com o sistema de eluicawasioco diferente evidenciou
um pico que poderia ser relativo a presenca doffidne glicosilado rutina no extrato
analisado. Os picos relativos ao padrdo e um picextkrato aquoso del. gonoclada
coincidiram perfeitamente, ambos com TR igual #80ninutos (figura 21, pag. 47).
Portanto, este dado indica que os picos em 4,/osrncromatogramas das populacoes
BH e CA, mostrados na figura 22, pag. 47, corredpmm a presenca de rutina nos

respectivos extratos.
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2.1.3 Analise de triterpenos

. Método de validacao

Um método de validagéo faz uso de um conjunt@skes que avalia juntamente
todos os parametros em que se baseia 0 métodaicanatiefine e documenta suas
caracteristicas de desempenho, demonstrando, assionmétodo considerado adequa-
se a uma determinada finalidade analitica (Thomp2062). Em consequéncia desse
pressuposto, a validagdo sugerida para o protatminalise de triterpenos em extrato
hexanico de Maytenus sp. teve como objetivo assegurar a repetitividadea
reprodutibilidade da anéalise (ABNT-INMETRO, 2003).

A avaliacdo da reprodutibilidade e da repetitidieldoi realizada com a anélise
em replicata (sextuplicatas) do extrato em hexamo Ml salicifolia OB. A
reprodutibilidade consistiu na injecdo de seis draesde extratos obtidos através do
protocolo de extracdo de seis diferentes amostaaplahta moida (Figura 23). A
repetitividade foi estimada analisando-se uma meamastra de extrato seis vezes
(Zhao, 2005; Cheng, 2006; Tao, 2007).

Z0.0eG:
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Figura 23: Sextuplicatas do extrato em hexanduvlesalicifolia OB com o objetivo de

avaliar a reprodutibilidade do método de analiseatepostos por CG/EM.
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Os valores dos coeficientes de variagao (CV) avide padrdes relativos (DPR)
para 0 TR dos 6 picos mais intensos se mostraranome®e que 0,01%, tanto na
avaliacdo da repetitividade quanto na reprodudidde. Com relacdo a intensidade ou
area dos seis picos (AP) de maior intensidade s€Mostrou entre 0,1 e 3,6 %. O CV

foi calculado utilizando as seguintes equacoes éidgs, 2007):

X = ZXi/n -
X: média amostral

n
S :ﬁ| Z(Xi -X ¥ Onde:< S: desvio padrao da média
i=1 n-1 X;: valor de cada medigé&o

CV (DPR) <(S/X )*100 n: namero de replicatas

~

. Andalise do extrato em hexano por CG/EM

Os cromatogramas a seguir foram obtidos pelasmélin CG/EM de extratos
em hexano de folhas déaytenus salicifolialduas populacfes)Maytenus gonoclada
(uma populacdo). A numeracao indicada nos cromato@s refere-se aos picos
identificados pela comparacdo com os bancos desddponiveis neoftware do
equipamento (NIST147 e NIST27), pela confrontacém padrbes e com dados da
literatura. A tabela 1, p4g. 57, resume a idertif#o das substancias identificadas nos

cromatogramas.
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Figura 24: Perfil cromatografico obtido por CG/EM de extrata hexano de folhas de

Maytenus salicifoliapopulagéo Ouro Branco.
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Figura 25: Perfil cromatografico obtido por CG/EM de extrato hexano de folhas de

Maytenus salicifoliapopulacéo Belo Horizonte.
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Figura 26: Perfil cromatografico obtido por CG/EM de extrato hexano de folhas de

Maytenus gonocladeoletada em Caeté.
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Figura 27: Perfis cromatograficos obtidos por CG/EM de ert@n hexano de folhas
de Maytenus salicifoliaOB (linha azul),M. salicifolia BH (linha vermelha) eM.

gonoclada(linha preta).
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Figura 28: Espectro de massas relativo ao pico 1 das fii#ag5 e 26 (pag. 49 e 50)
obtido por CG/EM. O composto foi identificado commentriacontano (Vallad&o, 2005).
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Figura 29: Espectro de massas relativo ao pico 2 das fii#ag5 e 26 (pag. 49 e 50)

obtido por CG/EM. O composto foi identificado comtocoferol ou vitamina E.
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Figura 30: Espectro de massas relativo ao pico 3 das fii#ag5 e 26 (pag. 49 e 50)
obtido por CG/EM. O composto foi identificado conmtriacontano (Valladéo, 2005).
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Figura 31: Espectro de massas relativo ao pico 4 das fii#ag5 e 26 (pag. 49 e 50)
obtido por CG/EM. O composto foi identificado coinitriacontano (Valladao, 2005).
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Figura 32: Espectro de massas relativo ao pico 5 das fii#ag5 e 26 (pag. 49 e 50)
obtido por CG/EM. O composto foi identificado cofigitosterol.
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Figura 33: Espectro de massas relativo ao pico 6 das fii#ag5 e 26 (pag. 49 e 50)
obtido por CG/EM. O composto foi identificado coframirina.
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Figura 34: Espectro de massas relativo ao pico 7 da figurgpad. 49) obtido por
CG/EM. O composto foi identificado como tetratriatano (Valladao, 2005).
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Figura 35: Espectro de massas relativo ao pico 8 das fii#ag5 e 26 (pag. 49 e 50)
obtido por CG/EM. O composto foi identificado cotapeol.
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Figura 36: Espectro de massas relativo ao pico 9 das figgas 26 (pag. 49 e 50)
obtido por CG/EM. O composto foi identificado cofyriedelinol.
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Figura 37: Espectro de massas relativo ao pico 10 das fitdas 26 (pag. 49 e 50)
obtido por CG/EM. O composto foi identificado cofmedelina.
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Figura 39: Espectro de massas relativo ao pico 12 da figbrgag. 50) obtido por
CG/EM. O composto foi identificado como simiare(®hiojima, 1999).

Tabela 1: Compostos identificados por CG/MS naisad@le extratos em hexano e
salicifolia (OB e BH) eM. gonoclada(CA)

Picos Tempo de retencag Similaridade* Composto
1 5,12 95% hentriacontano
2 5,35 95% a-tocoferol
3 5,91 90% dotriacontano
4 6,89 94% tritiacontano
5 7,25 81% p-sitosterol
6 7,72 80% B-amirina
7 8,04 90% tetratriacontano
8 8,21 80% lupeol
9 9,66 86% B-friedelinol
10 9,93 91% friedelina
11 7,50 84% a-amirina
12 8,33 81% simiarenol

*Similaridade (%): valor da concordancia (identidam semelhanca) entre o espectro de massas obtido
pelo equipamento e os dados disponiveis na bibiadesoftware(NIST147 e NIST27).
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4.3 Discussao dos resultados

4.3.1 Analise histoquimica

O estudo histoquimico permitiu constatar que asulagpes trabalhadas nédo
diferiram entre si quanto ao conteudo de gorduigid@os), amido, lignina e de
compostos fenolicos mostraram, ao contrario, gramaéaridade quanto ao perfil de
distribuicdo de todos os compostos analisados.

Na andlise com vermelho de sudan B, notou-se Qse gopos,
independentemente de skabitat, apresentaram uma maior concentracdo de lipideos
formando uma fina camada nas epidermes adaxialagishbda folha e algumas
goticulas esparsas pelas células epiteliais quacmloparado com o mesofilo
(parénquimas lacunoso e paligadico). Isso indi@agipopulacdes estudadas utilizam
os lipideos quase que exclusivamente como protpgdia a estrutura foliar, em
decorréncia da pequena quantidade de gordura dervaesevidenciada nas
fotomicrografias. Ha duas hipoteses mutuamenteusies que podem justificar essa
afirmacado, uma € consequéncia da época de coleteoipcidiu com final do inverno e
inicio da primaveravide data de coleta subitem 3.1, Material vegetal, @8Y. periodo
no qual as plantas apresentam um metabolismo nz® lem virtude da menor
disponibilidade de agua e, consequentemente, artiige mais de suas reservas que
uma eventual biossintese poderia repor, ou decnaréa fisiologia vegetal das
Maytenusestudadas que simplesmente ndo armazenam grarateglgdes de lipideos.

A analise de compostos fendlicos utilizando o ¢r@rrico como reagente
resultou negativa, revelando que os grupos estgdadm apresentam conteudo
significativo destas substancias. Este resultadiranque estas plantas ndo acumulam
estes grupos de compostos e, consequentementes ndiizam como defesa contra a
irradiac@o excessiva, patégenos e predadoi@slatroducado, pag. 2 e 3).

O teste para determinar a presenca de amido na@bouvewa presenca desta
importante substancia de reserva nos grupos atasisa que pode ser resultado dos
mesmos fendbmenos ocorridos com os lipideos. Enm@sas reservas de amido podem
ter sido totalmente consumidas durante o periockeda e nao foram repostas, ou estes
grupos ndo armazenam grandes quantidades de stiastde reserva como o amido.

A reacdao com floroglucinol revelou a presenca dmificacdo do xilema

localizado no cerne da nervura principal. As fotografias mostraram uma
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similaridade entre os grupos em relagédo a presgmdignina, mas revelou uma maior
intensidade da coloracdo vermelha para a populBtfoo que sugere uma maior
lignificacdo do xilema neste grupo. Em contrapastid populacdo d®l. gonoclada
(CA) apresentou o xilema com tonalidade mais ciadicando um menor contetdo de
lignina. Estas distingbes entre 0s grupos séo apanente respostas contra o estresse
que sdo expostas em seus respecthaistats De alguma forma a lignificacdo esta
ligada ao ambiente em que o grupo estéa inseridd. gonocladano ambiente de maior
estresse com menor lignificacdo do xileriva, salicifolia OB num meio de escassez
intermediaria e conteddo de lignina também inteiéredentre os grupos estudados e,
por fim, M. salicifolia BH com maior lignificagdo e localizada numa aftéumenor,

com maior incidéncia de chuvas e solo mais ricoo&updo.

4.2.2 Anélise de flavondides

O meétodo por CLAE/UV desenvolvido para a identif@a de rutina no extrato
aquoso deM. salicifolia e M. gonocladafoi muito promissor. A adequacéo do sistema
de eluicdo isocratica utilizando, tanto a mistues dolugcbes A e B (sistema AB),
quanto somente a solu¢do B, possibilitou sugeniresenca de rutina em todas as
amostras analisadas. Portanto, a variacao dos datides com sistema de eluicéo AB,
em torno de 2,5 % de diferenca entre os valorezd &,4,68 min e 0 padrdo de rutina,
ndo parece ser significativo para descartar a égedtle mesma identidade entre ambos
0S picos e o0 padrao utilizado. Os cromatogramaslaeam, também, que a intensidade
dos picos de rutina é similar para ambas as popesagdo corroborando com os dados
de Mendonca (1997) que relata uma nitida difergAciale concentracéo deste flavonol
glicosilado para ambas as populacdes. A possistfipativa para essa discrepancia de
dados é a técnica utilizada, em virtude da crommafiagem camada delgada ter uma
resolugdo menor e, portanto, ndo permitir uma sgpareficiente e nitida de compostos
similares como pode ocorrer na CLAE. Outro fato goee ter contribuido para a
divergéncia dos dados é a data de coleta distitita es trabalhos, fato que ndo pode
ser confirmado devido a falta dessa informacao deos relatados por Mendonca
(1997).

O protocolo, desde a extracdo até a analise ponatografia liquida, mostrou
grande potencial na analise quimiotaxonémica quaedavalia o perfil cromatografico

obtido. Apesar de néo ter sido realizada a valaaig@fingerprint por CLAE/UV do
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extrato aquoso, nota-se uma nitida diferenciacdanueas as popula¢cdes e uma maior
riqueza de compostos na constituicdo do extratoMdegonoclada Embora os
cromatogramas mostrem, além do pico da rutina emupg dois outros picos bem
evidentes em todas as amostras examinadas. O n@tmolosto para analise de rutina,
por conseguinte, mostrou potencial para ser sudmativalidacdo e fazer parte de um
protocolo quimiotaxondémico amplo de analise de talan

4.2.3 Analise de triterpenos

O método de validagdo utilizado para avaliar oedgsenho do protocolo
sugerido permitiu constatar um aceitavel grau dea@aancia entre os resultados das
medicdes dos tempos de retencdo, com DPR (desti@gaelativo) menor que 0,01
%, e um resultado idéntico em relacédo as areapidos com DPR menor que 3,6 %.
Assim, pode-se afirmar que a estabilidade da anajismiotaxonbmica, desde a
extracdo até a injecdo de uma aliquota no CG/EMobtencdo do cromatograma, €
satisfatoria e permite uma geracao segura de i@igdes das plantas analisadas.

No cromatograma obtido para a populacadadgtenus salicifoliacoletada em
Ouro Branco (OB) foram identificados 10 substanciibzando-se da biblioteca do
softwareNIST147 e NIST27, padrbes disponiveis no labomatérdados da literatura
quando necessério (Figura 24, pag. 49). Este mesovedimento foi adotado para as
outras populacdes estudas permitindo identificauBstancias no cromatograma de
Maytenus salicifoliacoletada em Belo Horizonte (BH) (Figura 25, pdd)). & determinar
a identidade de 10 substancias no cromatogranMagéenus gonocladaoletada em
Caeté (CA) (Figura 26, pag. 50). As substanciastifisadas foram numeradas nos
cromatogramas das populacbes analisadas e os tregpeespectros de massas
mostrados nas figuras 28 a 39, pag. 51 a 57, juerttmtom uma Tabela (Tabela 1, pag.
57) com os respectivos valores de similaridade erogmtagem (%) entre 0s espectros
de massas obtidos e os dados das bibliotecas NIBE NIST27.

A andlise comparativa dos cromatogramas revelogu&s 27, pag. 51) que
existe uma nitida diferenciagédo entre as populagéddaytenus salicifoliaOB e BH,
em especial a auséncia dos picos relativos a fiedee ao p-friedelinol no
cromatograma do grupo BH, mas nota-se, tambémo guepo OB ndo apresentou, nas
analises por CG/EM, os picos 11 e 12, referentearairina e ao simiarenol, triterpeno

da classe dos hopanos, respectivamente (Figuras388pag. 56 e 57). A comparagao
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dos dados obtidos dd. salicifolia e M. gonocladamostrou que ha similaridade de
perfil cromatografico entre os grupos OB e CA, gipalmente em relacdo aos picos de
3 hidrocarbonetos de cadeia longa (picos 1, 3 g-dijpsterol (5)-amirina (6), lupeol
(8), p-friedelinol (9) e friedelina (10). Entretanto, eli&é significativamente com relacéo
a auséncia do pico 7 (tetratriacontano), na maiensidade do pico 8 correspondente
ao lupeol e na presenca de uma inflexdo na latkrapico 8 (ombro) relativo ao
composto simiarenol (12) no extrato da populacao t@#rpeno identificado, também,
no cromatograma do grupo BH.

Nota-se, portanto, que apesar de um grau de silaitle menor ou maior 0s
grupos néo apresentam um perfil exatamente idémtias os cromatogramas revelaram
alguns picos em comurM. gonocladaapesar de estar classificada como outra espécie
apresenta uma feicdo cromatografica comum enti@as populacdes dé. salicifolia.

Os dados mostraram, também, que a auséncia delifneede B-friedelinol em M.
salicifolia BH, substancias extremamente comuns neste gésagere que esta
populacdo constitua uma raca quimica distinta @asacs. A ndo identificacdo destes
dois triterpenos mostra que estes compostos namaézadores ideais para a espécie
M. salicifolia e, talvez, para o préprio génevtaytenus.Com relacdo aos compostos
identificadores ou marcadores dos grupos analisaiasi-se os hidrocarbonetos de
cadeia longa hentriacontano, dotriacontano edaciomtano, a-tocoferol, op-sitosterol,
ap-amirina e o lupeol.

Este protocolo possibilitou, ainda, a identificagde dois compostos que nédo
foram isolados nos estudos fitoquimicos de ambapopsilacdes estudadas até o
presente momento, o tetraterpentocoferol ou vitamina E e o triterpeno da classe d
hopanos, o simiarenol. Suspeita-se que estes ctospestejam presentes em fracdes
muito complexas e com quantidades pequenas de iahatgue em virtude da
impossibilidade de separacéo por coluna cromatiegr&bom silica gel, com ou sem
adicdo de nitrato de prata, ou outro adsorventpodisel no laboratério (CaGQ
alumina e sephadex), € eventualmente descartadonsgquentemente, ocorrendo a

perda de diversos compostos e levando ao ndo isntardestas substancias.
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5. ESTUDO FITOQUIMICO DE MAYTENUS SALICIFOLIA REISSEK (BH)

O presente trabalho utiliza-se de varios métodoardilise quimica como reacdes
colorimétricas, métodos cromatogréaficos, espeabsos e espectrométricos com a
finalidade de isolar, purificar e identificar cahsintes quimicos dé. salicifolia. Esta
espécie, pertencente a familizl&traceaee endémica no estado de Minas Gerais foi
citada em um estudo realizado por um grupo de pEmitpres do Departamento de
Botanica da UFMG como planta utilizada na medigoaular. O relato de sua aplicagédo
no alivio de pruridos e de alergias topicas e $uersldade quimica e anatdomica (Grandi,
1989; Valladao, 2005) incentivaram a continuidadestudo da polpa de fruto e das folhas

desta espécie.

5.1 Preparo do material vegetal

Apos a coleta (Estacdo Ecoldogica da UFMG) realizamiamaio de 2004vide
subitem 3.1.1, p4g. 28), a polpa e a semente dassfforam separadas e espalhadas sobre
folhas de papel ‘Kraft' para secagem a temperatuonhiente. Apés secagem completa, a
polpa de fruto foi moida em moinho de facas e pesadbalanca analitica, dando origem a
um total de 932,10 g de material moido.

As folhas coletadas (Estacdo Ecologica da UFMG) meaio de 2005 foram
separadas dos galhos e a seguir 0 material resuftarespalhado sobre papel ‘Kraft’ para
secagem em temperatura ambiente @Rk Apds secagem, as folhas foram moidas em
moinho de martelo e pesadas em balanca analiacaodorigem a um total de 1000 g de
material moido.

A nomenclatura adotada para identificacdo dos tsifai a seguinte: letra E para
extrato, H para hexano, A para acetato de etilgpavh metanol e letra F para folhas.

Portanto, a sigla utilizada foi a seguinte:

EHP — Extrato em hexano de polpa de frutdvtleytenus salicifolia
EAP — Extrato em acetato de etila de polpa de frutblagtenus salicifolia.
EMP — Extrato em metanol de polpa de frutduigytenus salicifolia.

EHF — Extrato em hexano de folhasMaytenus salicifolia.
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Com a finalidade de identificar os grupos de fescfoi usada a letra F para
indicar sua origem, ou seja, do extrato em hexasofalhas. As letras C e G seguidas de
um namero também foram adotadas para indicar a&ajue originou as fragbes e o grupo
ao qual estas pertenciam.

5.2 Analise fitoquimica da polpa de fruto

5.2.1 Preparo dos extratos da polpa de frutMagtenus salicifolig BH)

As polpas de frutos delaytenus salicifoliasecas e moidas, foram submetidas a
processo de extracdo continua em aparelh8akdletutilizando como solvente extrator
hexano, acetato de etila e metanol. Apos filtragdemocao do solvente extrator, por
destilacdo em pressao reduzida seguida de venutigéchapa aquecida a 8D, foram
obtidos o extrato em hexano (EHP), o extrato entaszeale etila (EAP) e o extrato em
metanol (EMP) (Figuras 40 e 41, p4g. 63 e 64).

Polpa de Fruto I

|

Extratos

- Fracoes Substanciap
MP9

EH . HC1G2 CeH1J/CHCly (3:7)  Fracdos
Fracaol6 MP10

m
o [/

AC1G5  MeOH/CHgO, (2:8) Fracbes40 a 42 MP11
AC1G6 MeOH (100%) Fragado49 MP12

EAP '

m
<
T
Y

HC1G2 MeOH/CHgO, (1:1)  Frag&ol6 MP13

Figura 40: Esquema mostrando o isolamento das&ndias de polpa de fruto Maytenus
salicifolial (BH).
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5.2.2 Elaboracéo do extrato em hexano (EHP)

O extrato em hexano obtido de polpa de frutddgtenus salicifolig EHP), 3,62
g, foi submetido a cromatografia em coluna deaigjel (120 g) (Coluna C1). Da coluna
C1, foram coletadas 21 fragGes de aproximadam@@tenl cada, utilizando como eluente
hexano e cloroférmio, puros ou em misturas em ordesscente de polaridade. Por analise
comparativa das fracfes coletadas, através de tografia em camada delgada de silica
(CCDS) foi possivel reunir as fragcbes em grupos [gmrem estudados. As fracdes ou
grupos com pouca quantidade de material e granaplegidade observada através das

analises por CCDS foram descartadas.

Polpa de Fruto
Maytenus salicifoli
(932,10 g)

1) Extracdo com hexano
2) Remocéao do solvente

Extrato em Hexa
[ EHP - 3,62 g } ITo”aa
1) Secagem em temp. amb.

2) Extracdo com acetato de etila
3) Remocéao do solvente

Extrato em Acetato de etfja
EAP - 15,02 g [Torta a

1) Secagem em temp. amb.
2) Extracdo com metanol
3) Remoc¢éao do solvente

Extrato em Metanol
EMP - 86,07 g l ITO”aa

Figura 41: Esquema do processo de obtencdo d@dasxtte polpa de frutos tkaytenus

salicifolia Reissek.
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Obtiveram-se deste extrato as fracbes 1 e 2 commtijade e numero de
constituintes que permitissem a analise, sepam@dentificacdo de compostos. As fracdes
reunidas no grupo HC1G1 foram submetidas a cromefiagem coluna de silica gel (C2),
dando origem a 23 fragGes de 100,0 mL cada quenfozanidas em 10 grupos. Os grupos
HC2G1 e HC2G9 foram estudados durante o trabalhomdstrado e levaram a
identificacdo de uma mistura de hidrocarbonetosiradbs de cadeia longa e de um

triterpeno, o B-hidroxi-D:B-friedo-olean-5-eno (Valladao, 2005).

Grupo HC1G2

Dando continuidade ao estudo fitoquimico de pdip#&uto, o grupo HC1G2 obtido
da elaboracgéo do extrato hexanico foi estudadodér8, coluna C1).

Este grupo apresentou-se como um sélido bran&q18g) que quando submetido
ao teste quimico de Liebermann-Burchard apresemt@sultado positivo para triterpenos
pentaciclicos. A analise por CCDS mostrou que @a@idC1G2 era constituido de pelo
menos duas substancias. Submetendo-o a cromatograficoluna de silica gel com a
finalidade de isolar as substancias deste grupamf@btidos os solidos MP9 (4,8 mg) e
MP10 (4,4 mg), que se apresentaram como Unica raagrchCCDS utilizando diferentes
sistemas de eluicdo e de pontos de fusédo 213,8-X1% 147,8-152,%C, respectivamente.
Posteriormente, foram realizadas analises por gsgeopia de RMN para elucidagéo
estrutural desses constituintes. Constatou-se ga@ tvhtava-se do lupeol e que MP10
correspondia aof3hidroxi-D:B-friedo-olean-5-eno.

Os demais grupos ndo conduziram ao isolamenteleuma substancia com grau
de pureza adequado para analise e foram descartados

5.2.3 Elaboracdo do extrato em acetato de etil®JEA

O extrato em acetato de etila obtido da torta Jpalpa de fruto deMaytenus
salicifolia (EAP), 15,02 g, foi submetido & cromatografia evuica de silica gel (500 g).
Foram coletadas 57 fracbes de aproximadamente 200aufa, utilizando como eluente
diclorometano, acetato de etila e metanol, purogmumisturas em ordem crescente de

polaridade. Por analise das fracdes coletadaséatde cromatografia em camada delgada
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de silica (CCDS) foi possivel avaliar a complexelaths fragbes e reunir aquelas de
constituicdo similar e, consequentemente, permitielecdo das fracdes ou grupos a serem
estudados. As fracdes e grupos com pouca quantittadeterial obtido e com um nimero
elevado de constituintes, observado através ddses@por CCDS, foram descartados. A
analise dos grupos AC1G1 (fracdo 9), AC1G2 (fraddes 12), AC1G3 (fracBes 16 a 19) e
AC1G4 (fracdo 43) possibilitou a obtencdo de umsturd de hidrocarbonetos de cadeia
longa, o 10-hidroxi-decanoato de 1’-acetiloximethtacosa-20’-enilg3-sitosterol e uma
mistura def3-sitosterol glicosilado @-sitostenona (Valladdo, 2005). Neste trabalho,nfiora
estudados os grupos: AC1G5 (fracao 49) e AC1G6dam 25 a 29).

Grupo AC1G5

O material deste grupo se apresentou como unosiéiccor avermelhada (820 mg).
A andlise por CCDS mostrou que o grupo AC1G5 teatserde uma mistura complexa. Foi
realizada uma tentativa de separacdo das substadeste grupo submetendo-o a
cromatografia em coluna de silica-gel, sendo rédolid5 fracdes de aproximadamente 5,0
mL. As fracdes de 1 a 14 (32,2 mg) foram reunidas/etude da similaridade constatada
em CCDS e, posteriormente, o material foi lavado ecetona obtendo-se 10,0 mg de um
sélido amarelado (MP11) de ponto de fusdo 185,521%0), e que apresentou uma Unica
mancha ao ser analisado por CCDS. Foi realizad@absa por espectroscopia de RMN
para elucidacdo estrutural da substancia, const@atajue MP11 tratava-se de um
flavonoide glicosilado, a rutina.

Grupo AC1G6

O material deste grupo se apresentou como unosiéiccor avermelhada (812 mg).
A analise por cromatoplaca evidenciou constituig@mplexa desse grupo. Assim, este foi
submetido a cromatografia em coluna de sephadex 201 As fracdes de 25 a 29 foram
reunidas (72 mg) e submetidas novamente a cronadi@gm coluna de sephadex LH —
20. As fracbes 9 a 13 (24,0 mg), resultantes timallcoluna, apresentou-se como uma
substancia amarelada que foi, posteriormente,ifamaa com o cédigo MP12. A estrutura
deste composto foi determinada por RMN'Hee de’*C possibilitando constatar que se

tratava de um flavondide, a epicatequina.
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5.2.4 Elaboracéo do extrato em metanol (EMP)

Uma aliquota do extrato em metanol obtido de palpafruto deMaytenus
salicifolia (EHP), 2,5 g foi submetida & cromatografia em malde “Sephadex” LH - 20
(150 g). Foram coletadas 35 fracdes de aproximadi@# mL cada, utilizando como
eluente metanol. Por analise comparativa das fsagOketadas, através de cromatografia
em camada delgada de silica-gel (CCDS), foi poksister o grupo MC1G1 (Fracao 16).
Os demais grupos foram descartados em funcédo d= guantidade de material obtido e

sua complexidade observada através das analis€xis.

Grupo MC1G1

O material deste grupo apresentou-se como umaosdidcor amarelada (83 mg).
Este sdlido (MP13) apresentou uma uUnica mancha €DSC Realizada a analise por
espectroscopia de RMN para elucidacao estruturalbdstancia e obtido o ponto de fusao
(185,1-190,5 C), constatou-se que tratava-se do mesmo flavorglidesilado do grupo
AC1GS5, a rutina.

5.3 Analise fitoquimica de folhas

5.3.1 Preparo dos extratos das folhaMdgtenus salicifolig BH)

As folhas deMaytenus salicifoliasecas e moidas, foram submetidas a processo de
extragdo continua em percolador utilizando-se cawlwente extrator o hexano. Apos
filtracdo e remocdo do solvente extrator, por thEsto a pressao reduzida seguida de
ventilagdo em chapa aquecida a°80) obteve-se 32,4 g de extrato em hexano de folhas
(EHF) (Figura 42, pag. 69).
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Grupo FCOGO (Extrato em hexano, EHF)

Material pastoso de coloragcéo verde escuro, quate, foi analisado por CCDS e
comparado com amostra de extratos de dois outrgeogr aM. salicifolia coletada em
Ouro Branco eM. gonocladacoletada em Caetévide item 3, Materiais, métodos e
instrumentos, pag. 28). Os resultados obtidos aexel que o EHF diferia dos extratos das
demais populacdes e, em especial, devido a umé&salzscom o mesmo fator de retencao
(Rf) da friedelina, mas de coloracéo diferente goasubmetido a revelacdo com vanilina
perclorica. Estes dados incentivaram o isolamemsted composto, sua identificacdo e
comparacado com as substancias isoladas nestasghérses.

Procedeu-se, entdo, sucessivas CCDSs preparatiidas com cloroférmio puro
ou mistura de cloroférmio e hexano (9:1) até amt#ie de aproximadamente 3,0 mg de
uma substancia amarelada revelada com vanilindopeec apresentando-se como uma
Unica mancha em cromatoplaca. ldentificada comdigodMFO, esta apresentou teste de
Liebermann-Burchard positivo para triterpenos peinli@os que apos a andlise por
espectroscopia de RMN e CG/MS, constatou-se qtrats@a do triterpeno friedelina.

5.3.2 Elaboracéo do extrato em hexano (EHF)

Aproximadamente dois tercos do extrato em hexaf (g) obtido de folhas de
Maytenus salicifoliag EHF), foi submetido a cromatografia em colunasiiea gel (380,0
g). Foram coletadas 125 fracdes da coluna C-1, pexianadamente 300 mL cada,
utilizando-se como eluente hexano, cloroformio tatocede etila e metanol, puros ou em
misturas em ordem crescente de polaridade. Posarc@mparativa das fracdes coletadas,
através de cromatografia em camada delgada da $QI€DS), foi possivel reunir as
fracbes em grupos para uma posterior analise tdistede de separacéo e purificacdo dos
constituintes existentes. Foram trabalhados un teb5 fragbes reunidas em nove (9)

grupos (Figura 43, pag. 69).
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Folhas
Maytenus salicifoli
(1000 Q@)

1) Extragdo com hexano
2) Remocgéo do solvente

Extrato em Hexa
EHF -32,4 ¢ l @

Figura 42: Esquema do processo utilizado para oétede extrato em hexano de folhas de
Maytenus salicifolia.

Extrato em Hexano - EHFI _— > —> FCOGO

Coluna C-1 I

=]

FracGes Substanciap
() (Lomeer)

(Eluentes Utilizado) . —> 20 g extrato incorporado 01a06 FC1G1 MF1
a silica gel
/ 07a15 FC1G2 MF2
» Fracbes 01-1
22 FC1G3 MF3
> Fragdes 16-32
24e 25 FC1G4 MF4, MF5 e MF6
» Fracfes 33-8
3le 32 FC1G5 MF7
CHCl; (100%} » FracOes 81-9
45a50 FC1G6 MF8
(CHCI/CHgO; (9:1) » Frages 99 - 119
5lass  fcier MF9
C4HgO,(100% » Fragtes120 - 12
66a79 FC1G8 MF10

CH;OH(100% » Fragdes123 - 125
87a92 FC1G9 MF11 e MF12

120 FC1G10 MF13

Figura 43: Esquema mostrando o processo de eld@mdscEHF através da coluna C-1
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Grupo FC1G1 (Fracdes 01 a 06)

Apresentou-se como um solido amorfo branco (MED,@ mg) de ponto de fusdo
60,5 — 63,2°C. A cromatoplaca de MF1 mostrou apenas uma mamobamo apds a
mudanca da polaridade do sistema de eluicdo. Asangbr espectroscopia no IV e por
CG-FID possibilitou sugerir que MF1 se tratava aeaumistura de hidrocarbonetos de

cadeia longa.

Grupo FC1G2 (Fracdes 07 a 15)

Este grupo se apresentou como um sélido de céloragarelada (160 mg). A
analise por CCDS mostrou que o grupo FC1G2 apm@&entma constituicdo complexa.
Foi realizada uma tentativa de isolamento de domstits deste grupo submetendo-o a
cromatografia em coluna de silica-gel sendo redathi’8 fracées de 5,0 mL. As fracdes de
5 a 11 foram reunidas em virtude da similaridadéigada em CCDS, obtendo-se 10,0 mg
de um dleo translicido (MF2) que se apresentou comca mancha em CCDS. Apés a
analise por espectroscopia de RMN, constatou-sé/fiZese tratava de um sesquiterpeno,

0 tanaceteno.

Grupo FC1G3 (Fracéo 22)

O material deste grupo apresentou-se como umosbhanco (5,0 mg). A analise
por CCDS revelou uma unica mancha, mesmo apés amgadio sistema de eluicdo e a
utilizacdo de cromatoplaca de silica gel com rotdg prata a 2% p/p. Quando submetido
ao teste de Liebermann-Burchard apresentou tesi@vpopara triterpenos pentaciclicos.
Apos a analise por RMN para elucidagéo estrutiaaubstancia, constatou-se que o sdlido

(MF3) se tratava de uma mistura de triterpenosgoéeiicos esterificados.

Grupo FC1G4 (Fracdes 24 e 25)

Estas fragcbes apresentaram-se como um sélido negsligado (500,0 mg)
constituido por varias substancias, verificado appélise por CCDS. A mistura foi
submetida a cromatografia em coluna de silica-geh @ finalidade de isolamento de
substancias, foram obtidos 181 fracdes de 5,0 rdh.aas fragbes foram reunidas levando-
se a dois grupos de fracbes 59-78 (226,0 mg) eld00¢(52,5 mg). O grupo 59-78,

70



nomeado de MF4, apresentou-se como Unica mancha@dg e quando submetido ao
teste de Liebermann-Burchard apresentou testeiymogiara triterpenos pentaciclicos.
Apoés a andlise por espectroscopia de RMN com didade de elucidar a estrutura da
substancia, constatou-se que MF4 era uma misturdel@enos pentaciclicos esterificado.
MF4 foi, posteriormente, submetido a separacdo @mma de silica-gel com AgN{1,0

% p/p). Desta coluna, nas fragbes 90 a 94, foiipelssolar um composto inédito, ¢-3

araquidoiloxi-11-oxo-ursan-12-eno (MF5), elucidaatoavés de andlises de RMN (1D e
2D). O outro grupo, 100-131, foi submetido a crargedfia em coluna de silica-gel (85
fracbes de 5,0 mL) que permitiu a obtencdo de bigd(fracbes 40-85) de um solido
branco (MF6). Este também, quando submetido ace test Liebermann-Burchard
apresentou resultado positivo para triterpenos apéslicos e as andalises de RMN
indicaram que MF6 se tratava de um triterpeno périteo esterificado, [B-esteariloxi-

D:C-friedoleanan-7-eno.

Grupo FC1G5 (Fracédo 31 a 32)

Este material apresentou-se com uma graxa tradaldigeiramente amarelada
(856,0 mg) que por CCDS revelou uma mistura congptexsubstancias. Este material foi,
entdo, cromatografado em coluna de silica-gel.rratatidas 165 fracdes de 5,0 mL, sendo
gue as fracbes de 49 a 53 foram analisadas por GC&8gupadas em consequéncia da
similaridade, rendendo cerca de 4,0 mg de uma &utiat com aspecto de graxa
translicida. Identificado com o codigo MF7, estdst@incia apresentou-se como Unica
mancha em CCDS e quando submetido ao teste derinabe-Burchard apresentou
resultado positivo para triterpenos pentacicliéqes a andlise por RMN e a comparacao

com dados da literatura, constatou-se que MFAfeta de B-esteariloxi-lup-20(29)-eno.

Grupo FC1G6 (Fracéo 45 a 50)

O material deste grupo se apresentou como umosdidcor branca (1,10 g). A
analise por CCDS mostrou que o grupo FC1G5 erditwid® por varias substancias. Esta
mistura foi, entdo, submetida a cromatografia elan@ode silica-gel com a finalidade de
se isolar substancias deste grupo obtendo-se ¢@eBale 5,0 mL cada. As fracOes 23 e 24

foram reunidas devido a similaridade averiguada @GDS, obtendo-se 7,0 mg de um
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sélido esbranquicado. Esse constituinte (MF8) a&mtesi-se como Unica mancha em
CCDS e quando submetido ao teste de LiebermanrBut@presentou resultado positivo
para triterpenos pentaciclicos. Apés a analiseeppectroscopia de RMN, constatou-se que

MF8 se tratava de uma mistura de triterpenos piefitas.

Grupo FC1G7 (Fracdo 51 a 55)

As fracBes deste grupo apresentaram-se como udo sdharelado (498,2 mg) que
por analise em CCDS revelou a presenca de variggittontes. A mistura foi submetida a
cromatografia em coluna de silica-gel com a intengé isolar seus constituintes (64
fracOes de 3,0 mL). O procedimento permitiu reasifracdes 23 a 25 perfazendo cerca de
32,0 mg de uma substancia esbranquicada que sdbnaetiteste de Liebermann-Burchard
apresentou resultado positivo para triterpenosagésiicos. Nomeado de MF9, este grupo
foi analisado por espectroscopia de RMN, verificagde MF9 se tratava de um triterpeno

da classe dos lupanos, o lupeol.

Grupo FC1G8 (Fracao 66 a 79)

O grupo FC1G8 se apresentou como um sélido deag@o alaranjada (387,9 mg).
A analise por CCDS mostrou que o grupo FC1G8 aptaga uma constituicdo complexa.
O material foi lavado com acetona obtendo-se daidas, um branco e outro alaranjado.
Optou-se em trabalhar com sdlido branco (312,2qug)foi submetido & cromatografia em
coluna de silica-gel (121 fra¢des de 5,0 mL) e aktaico solido alaranjado por apresentar-
se como uma mistura muito complexa em cromatoptacm virtude da quantidade
insuficiente para possibilitar o isolamento de aigwonstituinte (62,7 mg). O
fracionamento desse solido esbranquicado poseibilé obtencdo de uma substancia
branca (30,6 mg), identificada com o cédigo MFX8gdes 21 a 30). Esse apresentou teste
de Liebermann-Burchard positivo para triterpenositgeclicos. Apos a andlise por
espectroscopia de RMN, constatou-se que MF10 tevé&rale uma mistura de triterpenos

pentaciclicos.
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Grupo FC1G9 (Fracdo 87 a 92)

Este grupo de consisténcia sélida e coloracdooma(40,0 mg) apresentou varias
manchas em cromatoplaca. Neste caso, em funcaespegamentos entre as manchas,
optou-se por submeter esse grupo a CCDS prepardtizando CHC} como eluente. O
procedimento permitiu separar um solido branco (MFfjue apresentou teste de
Liebermann-Burchard positivo para esteroides. Gadostse na analise por CG/MS e RMN
de’H e de™C que MF11 se tratava de um esteréidg;sitosterol. A cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas possibili@uom, @ confirmacédo da identidade de
MF11, a identificacdo de um contaminante em MFl1dsteroide campesterol, denominado
de MF12.

Grupo FC1G10 (Fracdo 120)

Este material apresentou-se como um sélido deveate escuro (1,83 g), apos
analise por CCDS, constatou-se que se tratava @enuistura de varias substancias. A
mistura foi submetida & cromatografia em colunélatesil, com a finalidade de promover
a limpeza (eanup desta fracdo do pigmento esverdeado (clorofils¢garar substancias
(173 fracdes de 5,0 mL). O procedimento cromatogygfermitiu a obtencdo de um grupo
de fracBes 46-91 (282 mg) que apos lavagem comrecébrneceu 47,0 mg de um solido
branco, nomeado de MF13, e uma mistura de subatwa cor amarelada. O sdlido
branco apresentou-se como Unica mancha em CCDS@usubmetido ao teste de
Liebermann-Burchard apresentou resultado positiaoa ptriterpenos pentaciclicos. A
analise por espectroscopia de RMN confirmou que MB& tratava de um triterpeno

pentaciclico, o f3,3u-di-hidroxi-D:C-friedoleanan-7-eno.
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5.4 Determinacéo estrutural das substancias isolagda

5.4.1 MP9 e MF9: 3-hidroxi-lup-20(29)-eno (lupeol)

Dois sdlidos de coloracido esbranquicada, com poatiusido de 213,9-215€ e
213,8-215,5°C, obtidos do extrato em hexano de polpa de fr(MR9) e do extrato em
hexano de folhas (MF9), respectivamente, quandonstitbos ao teste de Liebermann-
Burchard se comportaram como triterpenos pentaogli

Estes dois sélidos apresentaram espectros de RiviW e de™C coincidentes,
constatando-se que se tratava de um mesmo composto.

A anélise por RMN déH (Figura 44, pag. 75) constatou a presenca dess®ies
(simpletos) localizados emy; 0,76; 0,78; 0,83; 0,94; 1,03; 1,25 e 1,68. Esteasforam
associados a sete grupos metila presentes nauestdat composto. O espectro apresentou
um multipleto em torno d&, 3,20 que indicou a presenca de hidrogénio carbmeél dois
simpletos endy 4,56 e 4,68 caracteristicos de hidrogénios vslic

O espectro de RMN d¥C (Figura 45, pag. 75) apresentou sinaisdni50,99
(C) e 109,33 (ChH que comparados com os valores da literatura (MahB994),
permitiram concluir gue MP9 se tratava de um pié@io pentaciclico da classe lupano.

A comprovacgéao de que MP9 se tratava @digiroxi-lup-20(29)-eno e a atribuigédo
dos demais sinais de carbono, se deu por compadlagéteslocamentos quimicos de RMN
de3C de MP9 com dados da literatura (Souza, 2001)idefena Tabela 2 (pag. 76).
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Tabela 2: Comparacao dos deslocamentos quimicaeardeno deMP9 (B-hidroxi-lup-
20(29)-eno) com dados da literatura para o Lufealiza, 2001)

Csq MP9 Lupeol Cn MP9 Lupeol
1 38,74 38,7 16 35,61 35,5
2 25,18 25,1 17 42,86 43,(
3 79,02 78,¢ 18 48,3: 48,2
4 38,88 38,¢ 19 48,01 47 ¢
5 55,33 55,2 20 150,99| 150,¢
6 18,34 18,: 21 29,88 29,¢
7 34,31 34,z 22 40,02 40,(
8 40,8¢ 40,¢ 23 28,0( 28,(
9 50,47 50,4 24 15,38 154
10 37,20 37,1 25 16,00 16,1
11 20,95 20,¢ 26 16,13 15,¢
12 26,19 27,4 27 14,57 14,F
13 38,09 38,( 28 18,01 18,(
14 42,86 42.¢ 29 109,33| 109,:
15 27,47 27,4 30 19,32 19,2

5.4.2 MP10: B-hidroxi-D:B-friedo-olean-5-eno (Glutinol)

MP10 foi obtido da fragdo 3 da coluna C-1 do ertramin hexano de polpa de
frutos, apresentando-se como um sélido branco déopde fusdo 147,6-152X. Este
composto quando submetido ao teste de Liebermanch&w, apresentou resultado
positivo para triterpenos pentaciclicos.

O espectro de RMN d#d (Figura 46, pag. 77) apresentou Varios sinaiseeit
0,87 a 1,90, referentes a hidrogénios metinicosilénieos e metilicos, um sinal edy
3,49, atribuido ao hidrogénio carbindlico e um ksémdy 5,65 de hidrogénio olefinico.

A andlise de RMN dé°C (Figura 47, pag.78) revelou a presenca de 3Gssitea
carbono. Quando comparados com dados da litef@tatadao, 2005), os sinais atribuidos
aos carbonos insaturaddx: (122,08 e 141,64) assemelhavam-se a valores deinasao
localizadas entre os carbonos 5 e 6, associadmaloesndc 76,35 (CH) atribuido a C3,
além da confrontacdo dos demais sinais de carlpmssijbilitou afirmar que a substancia
isolada se tratava do triterpenp-Bidroxi-D:B-friedo-olean-5-eno. Os sinais de carbe

os valores da literatura estdo discriminados n&laa® pag. 77 (Agrawal, 1992).
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Tabela 3: Comparacao dos deslocamentos quimicoardeno de MP10 (Bhidroxi-D:B-
friedo-olean-5-eno) com dados da literatura pa&utinol (Agrawal, 1992)

C, MP10 Glutinol C, MP10 Glutinol
1 18,23 18,2 16 35,10 35,2
2 27,83 27,¢ 17 30,11 30,2
3 76,3¢ 76,¢ 18 43,0¢ 43.:
4 40,8¢ 40,¢ 19 35,1( 35,2
5 141,6¢ 1417 20 28,2¢ 28,2
6 122,0¢ 122,1 21 32,1( 32,2
7 23,66 23,7 22 38,98 39,(
8 47,46 47k 23 28,96 29,C
9 34,87 34,¢ 24 25,46 25,F
10 49,7 49,¢ 25 16,21 16,<
11 33,14 33,2 26 18,42 18,k
12 30,37 30,5 27 19,63 19,7
13 37,86 37,¢ 28 32,40 32t
14 39,33 39,¢ 29 32,05 32,1
15 34,63 34,7 30 34,53 34,6
v |

V v

| j

i |

Jd L

)

Figura 46: Espectro de RMN de de MP10 (CDG, 400 MHz).
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Figura 47: Espectro de RMN 4% de MP10 (CDG| 100 MHz).

5.4.3 MP11 E MP13: Rutina (Quercetina-3-O-rutenes)id

MP11 e MP13 apresentaram-se como solidos de céloraparelada, com
pontos de fusdo 185,5-190Q2 e 185,1-190,5C, isolados do extrato acetato-etilico e do
extrato metanolico das folhas, respectivamenteorparacdo dos espectros na regido do
infravermelho e de RMN d&H e de'®C revelou valores coincidentes, mostrando que se
tratava de um mesmo composto.

A andlise do espectro na regido do infravermelhgufgd 48, pag. 80) revelou a
presenca de bandas de absorcdo em 2908, 1501,1B886e 967 cihque sugeriram uma
natureza mista, alifatica e aromatica, para MP1baAda intensa em 3336 ¢nindicou
presenca de grupos hidroxila e a banda de abserpab651 crit indicou a presenca de
carbonila conjugada com dupla ligacao.

O espectro de RMN d& (Figura 49 e 50, pag. 81) apresentou sinaisef25,
3,31, 3,35, 3,39, 3,41, 3,43, 3,46, 3,54 @d3,4; 9,5 Hz), 3,63 (dd= 2,0; 3,4 Hz) e 3,80
(d, J=9,5 Hz), que sugeriram a presenca de dez hidragé@&airbindlicos. Os sinais edp
4,52 (d,J=1,3 Hz) edy 5,11 (d,J=7,6 Hz) indicaram a presenca de hidrogénios otef$n
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ou de carbonos di-oxigenados. Quatro sinaidgi®,21 (d,J=2,1 Hz), 6,40 (dJ=2,1 Hz),
6,87 (d,J=8,4 Hz), 7,62 (ddJ=2,1; 8,4 Hz) e 7,67 (d]=2,1 Hz) mostraram que MP11
possuia hidrogénios de carbonos em hibridac&alessistema aromatico e/ou alquenos
conjugados.

A andlise do espectro de RMN € (Figura 51, pag. 82) juntamente com dados
do subespectro DEPT-135 (Figura 51, pag. 82) sugempresenca de dez carbonos nao
hidrogenados responsaveis pelos sinaisdeni79,58, 166,23, 163,15, 159,49, 158,68,
149,96, 146,00, 135,78, 123,29 e &l 05,78. O sinal edc 179,58 deve corresponder a
uma carbonila de cetona conjugada com dupla liga@&osinais emdc 18,03 e 68,71
revelaram a existéncia de um grupo metila e umlemeti respectivamente.

Comparando os dados obtidos com os da literatusst€Re, 2001) pdde-se
concluir que MP11 e MP13 se tratavam de um flawmdaia classe dos flavonodis
glicosilados: a rutina. MP11 foi submetido a argdtie RMN-2D.

O mapa de contornos HSQC (Figuras 53 e 54, pagp&8jitiu associar os
carbonos aos seus respectivos hidrogénios. Numéisenpreliminar foi possivel
correlacionar os valores do carbono CB¢ (104,87,04 5,11), C5” ©c 77,39,04 3,35),
C6” (oc 68,71,01 3,84 e 3,41) e C1" & 102,57,014 4,52) e C6™ ©c 18,02,04 1,12) aos
seus respectivos hidrogénios.

No mapa de contornos HMBC (Figuras 55, 56, 57 e [#&&). 84 e 85) foi
observado que o sinal do hidrogénio H®&}; 6,11) correlacionou com o sinal éx 135,78
(C3) mostrando que a parte glicosidica esta ligsgla carbono C1” ao carbono C3 da
guercetina (aglicona). O carbono C2 correlacionom cos hidrogénios H2' e H6’
evidenciando que o anel B esta ligado no carborfan2l C). O acoplamental®j do
carbono de C10 com os hidrogénios H6 e H8, comuemtée com a correlacdo entre
C5/H6, C7/H6 e C7/H8 evidenciaram as posi¢coes ddodeénios e dos carbonos ndo
hidrogenados. Na porcdo glicona, os acoplamentosC8&H1” e C1/H6”a,b
revelaram a posicao da ligacdo entre os compoBtasg e ramnose, 0 que foi confirmado
pelo acoplamento entre C4”/H6” que justifica aspg@o sugerida para C6”. A correlacéo
de C5"/H6’", associada aos demais dados supaalts, mostrou que a proposta de um

dissacarideo constituido por glicose e ramnosmaisprovavel.
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A Tabela 4, pag. 86 apresenta os dados de RMRCdde MP11 comparados com

os da literatura para a rutina (Pastene, 2001).
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Tabela 4: Comparacédo dos deslocamentos quimiccardeno e hidrogénio de MP11

guercetina-32-rutenosideo

Ol .

(quercetina-32-rutenosideo) com dados da literatura para a retim&DR0D

(SBDS, 1997; Pastene, 2001)

Cn(Hn) MP11 Rutina Cn(H») MP11 Rutina

2 159,49 158, 3¢ 6 123,70 (7,62) | 123,5(7,60)
3 135,78 135,6: 1 104,87 (5,11) | 104,7¢(5,10]
4 179,5¢ 179,0( 2" 75,8¢(3,49) 73,9%(3,27)
5 163,1F 162,7 3" 78,3€(3,44) 78,1¢(3,4E)
6 100,1. (6,21 | 99,9 (6,18 47 71,57 (3,29) 72,0z (3,3])
7 166,2: 165,8: 5" 77,3¢(3,35) 78,14(3,28
8 95,02 (6,40)| 94,8¢(6.38 6" | 68,71 (3,84/3,41) 68,5:(3,79/3,56
9 158,68 159,2¢ 17 102,57 (4,52) 102,3: (4,52
10 105,79 105,9( 2" 72,26 (3,65) 71,37(3,52
T 123,30 123,1. 3” 72,41 (3,55) 72,2€(3,47
2 | 117,8:(7,62 | 117,7.(7,60 | 4 74,1((3,30) 77,12 (3,42
3 146,00 145,6' 5 69,86 (3,47) 69,6% (3,35,
& 149,96 149,6' 6 18,03 (1,12) 17,82 (1,15,
5 | 116,21 (6,87) 116,0(6,84 - - -
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5.4.4 MP12: Epicatequina ((2R-cis)-3,3",4',5,7-plidroxiflavana)

Isolado a partir das fracfes 25 a 29 do extratmestato de etila das folhas,
MP12 apresentou-se como um sélido de coloracaoedawiar de ponto de fusédo 232,6-
235,9°C.

A analise do espectro na regidao do infravermelligu¢d 59, pag. 88) revelou a
presenca de bandas de absorcdo em 2963, 1497, 1I3%/ e 968 cih indicando a
presenca de uma estrutura quimica com caractesstbifaticas e aromaticas para
MP12. Além de uma banda intensa em 3377' que indicou presenca de grupos
hidroxila.

O espectro de RMN d®#1 (Figura 60, pag. 88) apresentou um dupletodgm
6,97 (H-2';J= 2,0 Hz), um dupleto duplo ey 6,80 (H-6J= 2,0 e 8,0 Hz); um
dupleto emdy 6,77 (H-5';J= 8,4 Hz); um dupleto ey 5,94 (H-6;J= 2,4 Hz); um
dupleto emdy 5,91 (H-8;J= 2,4 Hz); um simpleto e, 4,82 (H-2); um multipleto em
oy 4,17 (H-3); um dupleto duplo edy 2,85 (H-4b;J= 4,8 e 16,8 Hz) e um dupleto
duplo emdy 2,73 (H-4a;J= 2,8 e 16,8 Hz). Estes sinais foram comparados @®m
obtidos para a rutina, o que sugeriu propor umealstu similar a parte aglicona deste
flavonaide.

A andlise do espectro de RMN #€ (Figura 61, pag. 89) juntamente com
dados do subespectro DEPT-135 (Figura 62, pagnmg#irou a presenca de quinze
carbonos, sendo um metilénico, sete metinicoseers® hidrogenados, corroborando
com a proposta sugerida pela anélise dos espeei@dN de'H.

Comparando os dados obtidos com os da literatuaalda, 2005), chegou-se a
conclusdo que MP12 se tratava de um flavondide ldase dos flavan-3-ol: a
epicatequina.

O mapa de contornos HSQC (Figura 63, pag. 90) piermorrelacionar os
carbonos aos seus respectivos hidrogénios. Numbsear@reliminar foi possivel
correlacionar o valor do deslocamento quimico dbarao C2 §c 80,03,04 4,82), C3
(6c 67,63,04 4,17), C4 &c 29,4004 2,85 e 2,73) e C2'd 115,08,04 6,97) com os
respectivos hidrogénios.

No mapa de contornos HMBC (Figura 64, pag. 90pfmservado que o sinal
de C2 pc80,03) correlacionou com o sinal &ém6,97 (H2’) edy 6,80 (H6’) mostrando
que o anel B esta ligado no anel C pelo carbonadC&coplamentalf) de C9 com H8

e a correlacao entre C5/H6 sugeriram as posicoesidoogénios e dos carbonos néo
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hidrogenados no anel A. Os acoplamentos de C3'/lg@Z/H5'-H6’, C2'/H6’ e
C6’/H2’ evidenciaram as posi¢cOes das hidroxilasanel B, o que foi apoiado pelo
deslocamento quimico dos respectivos carbonos.

A Tabela 5, pag. 91, apresenta os dados de RMNCdde MP12 comparados

com os da literatura para a epicatequina (Tand}@g)2

LEE . A

D Bl

3377 cnit 1497 crit
1451 cnt
Figura 59: Espectro na regido do infravermelho d®L®I(KBr, cn).
NN NV
= L
| | |
il g £ o

Figura 60: Espectro de RMN de de MP12 (CROD, 400MHz).
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Tabela 5: Comparacao dos deslocamentos quimiccardeno e hidrogénios de MP12
(epicatequina) com dados da literatura (SBDS, 19araka, 2005)

Cn(Hy) MP11 Epicatequina | G, (Hy) MP11 Epicatequina
2 80,03 (4,82) 79,9 (4,81) 10 100,24 100,2
3 67,64 (4,18) 67,5 (4,17) r 132,44 132,4
4 29,40 (2,86/2,73) 29,2 (2,86/2,7%) 2 115,09 (6,97) | 115,4 (6,97)
5 157,51 157,9 3 145,92 146,0
6 96,57 (5,94) 96,5 (5,93) 4 146,09 146,1
7 158,14 158,2 5 115,48 (6,76) | 116,0 (6,75)
8 96,05 (5,91) 96,0 (5,91) 6’ 119,55 (6,80) 11859
9 157,82 157,6 -

5.4.5 MFO: Friedelan-3-ona (Friedelina)

Apresentou-se como um po ligeiramente amarelaglpodto de fusdo 259-263
°C e teste Liebermann Burchard positivo para p@eo pentaciclico.

O espectro de RMN d#i (Figura 65, pag. 92) apresentou sinais multiplas
regido entredy 0,80 e 2,00 correspondentes a hidrogénios atifgitidNeste faixa
observa-se a presenca de sinais referentes a Bsnéii 0,73, 0,87, 0,8&d, J=6,4
Hz), 0,95, 1,00, 1,01, 1,05 e 1,18 (Figura 65, pay. 92

Através de andlise do espectro de RMN'#@ (Figura 66, pag. 92) foram
detectados 30 sinais de carbono. O subespectro BP{Figura 67, pag. 93) permitiu
classificar estes sinais de carbono como quatrinioes, oito metilicos, sendo uma em
o 6,83, onze metilénicos, uma carboniég Z13,20) e 6 carbonos nao hidrogenados,
sugerindo a estrutura de um oxo-triterpeno da eldes friedelanos.

A aquisicdo do espectro de massas por CG/EM (&ig#, pag. 93) e a
comparacdo destes com dados da literatura referentériterpenos pentaciclicos
associado aos dados de RMN'tee **C possibilitou confirmar que MFO se tratava da
friedelina. Nao foi possivel identificar o contamume amarelado presente em MFO,
mesmo com a realizacdo de outras analises, taie,cespectrofotometria na regido do
UV/Vis e cromatografia gasosa acoplada a espectramge massas, focadas neste
objetivo.
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5.4.6 MF1: Mistura de hidrocarbonetos

MF1, obtido a partir do extrato em hexano das ®lf@resentou-se como um
sélido branco de ponto de fusdo 60,5 — 6&2A andlise por espectroscopia no IV
evidenciou bandas caracteristicas de absorcacugesgymetilenos (2847 e 2922 ¢re
de ligacdo C-H (1458 cm), sugerindo natureza alifatica e tratar-se deokihboneto
(Figura 69). O cromatograma obtido em CG-FID, comapga com padrdo de
hidrocarbonetos, permitiu identificar MF1 como semana mistura de hidrocarbonetos
de cadeia longa, constituida principalmente por t&hentriacontano (n = 31) e 63%
de tritriacontano (n = 33) (Figura 70).
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Figura 69: Espectro no IV de MF1 (KBr).
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Figura 70: Cromatograma obtido por CG — FID pagadrpes (linha continua) e MF1
(linha fragmentada).
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5.4.7 MF2:. (2E,6E,10E)-2,6,11-trimetildodeca-2,6tdéno (Tanaceteno)

MF2 foi obtido das fracbes 7 a 15 da coluna C-legivato em hexano das
folhas, apresentando-se como 6leo amarelado. Bstpasto quando submetido ao
teste de Liebermann-Burchard, apresentou resultadgativo para triterpenos
pentaciclicos.

O espectro de RMN d#i (Figura 71, pag. 96) apresentou Varios sinaiseént
1,20 a 2,40, atribuidos a hidrogénios metilicogjmms e metilénicos e um multipleto
emody 5,13, atribuido a hidrogénios olefinicos.

A anélise de RMN d&C associado ao subespectro DEPT-135 (Figuras 32 e 7
pag. 96 e 97) revelou a presenca de 14 sinaisrdergg sendo quatro metilicos, quatro
metilénicos, trés metinicos e trés ndo hidrogenadosparando-se as intensidades dos
sinais de carbonos metilicos mostrados no RMN@dFigura 72, pag. 96), suspeitou-
se que o sinal em 25,70 corresponderia a dois gropatila, totalizando 15 carbonos.

Estes dados levaram a crer que se tratava de sguitegpeno. Com base na
biossintese a partir de pirofosfato de isopenteamif@irofosfato de dimetilalila e com
auxilio do programa simulador de espectros de RN@ “ChemDraw Ultra 7.0”, foi
possivel propor uma estrutura para este compostmmparacdo com dados relatados
por Kaul (2002) possibilitou sugerir a estruturaude sesquiterpeno irregular para MF2
e concluir que se tratava do tanaceteno. O isolamdaeste constituinte mostra a
capacidade dessa planta de sintetizar um sesaritequja rota biossintética € peculiar
e envolve o acoplamento de pirofosfatoygdedimetilalila com pirofosfato de geranila.
Ao invés de ocorrer o acoplamento de pirofosfat@eanila com duas unidades de
pirofosfato de isopentenila cauda—cabeca, proaamssiderado como sendo classico da
via dos isoprenos, 0 que se observou neste casréptamento de pirofosfato ge-
dimetilalila com pirofosfato de geranila, resultarmb tanaceteno (Kaul, 2002).

Os sinais de carbono e os valores da literatué escriminados na Tabela 6,
pag. 97 (Kaul, 2002).
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Tabela 6: Comparagédo dos deslocamentos quimicaesrdeno de MF2 (Tanaceteno)
com dados da literatura (Kaul, 2002)

Ch Tanaceteno MF2

1 25,66 25,70

2 135,08 135,12

3 124,27 124.33 Tanacetent 15
4 26,75 26,79

5 39,72 39,74 3

6 131,22 131,25 > 12
7 124,29 124,44 1

8 26,65 26,69 14

9 28,15 28,29

10 124,27 124,30

11 134,87 134,91

12 25,66 25,70

13 16,01 16,01

14 17,65 17,69

15 16,01 16,01
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5.4.8 MF3 e MF4: B-araquidoiloxi-ursan-12-eno (araquidato deamirina), 3-

araquidoiloxi-olean-12-eno (araquidato deamirina) 3P-araquidoiloxi-D:C-friedo-

olean-8-eno (araquidato de isomultiflorenol)

Os materiais se apresentaram como dois solidesldeacdo esbranquicada que
ao serem submetido ao teste de Liebermann-Burepaesentaram resultados positivos
para triterpenos pentaciclicos. A andlise por CGBP&lou uma Unica mancha na
cromatoplaca mesmo utilizando eluentes de difesguiéaridades.

A andlise do espectro de RMN de (Figura 75, pag. 100) revelou sinais
multiplos na regido entr&; 0,80 e 2,04, um tripleto edny 2,29 referente a hidrogénios
metilenos vizinho a carboxilaCH,-COO-), um multipleto emd y 4,51 referente a
hidrogénio carbindlico de éster e dois tripletos &nb,13 e 5,18 correspondentes a
hidrogénios olefinicos, além de um sinal intensodm,25. Estes dados e o grande
namero dos sinais levaram a suspeitar de que tswarde uma mistura constituida de
triterpenos pentaciclicos esterificados.

O espectro de RMN d¥C e o subespectro DEPT-135 (Figuras 76 e 77, pag.
100) mostraram a existéncia de mais de 100 carb@espectro apresentou sinais em
dc 80,60 (CH), relativo a carbono carbindlico. Sinam 121,68 (CH), 124,35 (CH),
133,41 (C), 135,18 (C), 139,66 (C), 145,22 (C) nevfieces aos carbonos olefinicos e
sinal emdc 173,68 (C) correspondente a grupo carboxilico.nalsntenso ao redor de
Oc 29,71 referente a grupos metilénicos de cadeigalate hidrocarbonetos e acidos
graxos. Estes dados quando comparados com osed#tuia (Mahato, 1994; SBDS,
1997; Mendes, 1999; Miranda, 2007) mostraram-sepatieis com o0s deslocamentos
quimicos dos compostesamirina esterificadg}-amirina esterificada, isomultiflorenol
esterificado (Tabela 7, pag. 101). O sinal de medihdc 14,12 € condizente com o
valor encontrado para metila terminal de cadeiaalinde hidrocarbonetos e acidos
graxos.

A proporgcdo de cada triterpeno na mistura foi @btmkla comparagdo dos
valores das integrais dos sinais de dois hidrogéoliefinicos pertencentesugamirina
(&4 5,18) com valor de integracao igual g4mirina @y 5,13) com valor igual a 3 e do
sinal emdy 4,51 referente a trés hidrogénios carbindlicossearee em todos os
triterpenos identificados na mistura com de inte@oaigual a 5. Assim, a proporgéao
encontrada para os valores das integrais dos siitados anteriormente foi de 1:3:5,

respectivamente. Como o numero de hidrogéniosnide8 e carbindlicos em cada
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composto é invariavel e igual a 1, a propor¢do radatanteriormente revelou que a
concentracdo da-amirina € trés vezes maior que a [kamirina (3:1) e que o
isomultiflorenol apresenta a mesma proporcéo eatéel B-amirina (1:1), obtendo-se
a relagéo de 3:1:1 pasaamirina,p-amirina e isomultiflorenol, respectivamente.

A integracdo do sinal ey 2,29 referente ao grupo metilénieaarboxilico (-
CHy-) mostrou-se duas vezes maior que a integral dal #m dy 4,51 (-CH-)
pertencentes aos hidrogénios carbindlicos dospeit®ms identificados na mistura. Este
dado reforcou a proposta de que os triterpenosempies na mistura estarem
esterificados. Com o intuito de definir o tamanlaocddeia esterificada, foi realizada a
integracdo dos sinais d& referentes a cadeia alifatica presente na misiotendo-se
20 carbonos para a cadeia. Os dados de deslocaméntimo obtidos comparados com
dados da literatura possibilitou sugerir que a @orgraxa € derivada do acido
eicosandico ou araquidico (Tabela 7, pag. 101).

Assim, com base nos dados 't °C e nos valores de integracdo de sinais de
ambos o0s espectros, 0s triterpenos na mistura fodentificados como: (B
araquidoiloxi-ursan-12-eno (araquidato deamirina), $-araquidoiloxi-olean-12-eno
(araquidato dep-amirina) JP-araquidoiloxi-D:C-friedo-olean-8-eno (araquidate d

isomultiflorenol). 20 29

araquidato d@-amirina

..nnllllﬁ

N
~

23
araquidato de isomultiflorenol

Figura 74:Compostos identificados em MF3 e MF4 por RMNdes °C.
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Tabela 7: Comparacao dos deslocamentos quimiccardeno de MF3 e MF4 com
dados da literatura (Mahato, 1994; Miranda, 20@BDS, 2007)

NO a-amirina MF4 p-amiring MF4 Isomultiflorenof ME4 | acido | )
esterificadq esterificadd esterificado eicosanoicg

1 38,51 38,48 38,45 38,48 34,90 34,88 179,83 173,68

2 23,68 23,66 23,60 23,5b 24,40 24,8 34,08 34,88

3 80,64 80,60 80,94 80,6 81,10 80,p0 24,72 25,19

4 37,77 37,77 37,70 37,4P 37,90 37,80 29,10 29,19

5 55,32 55,29 55,24 55,29 51,10 50,81 29,2$ 29,27

6 18,29 18,27 18,23 18,2) 19,30 19,13 29,40 29,37

7 32,92 32,90 32,57 32,6p 27,50 27,86 29,72 29,60

8 40,09 40,06 39,79 39,81 135,40 135,16 29,72 29,68

9 47,69 47,66 47,54 47,58 133,60 133,40 29,72 29,71

10 36,85 36,82 36,83 36,8F 37,70 37,80 29,71 29,71

11 23,41 23,39 23,52 23,70 20,90 20,83 29,74 29,71

12 124,38 124,39 121,71 121,67 31,00 30,81 29,72 29,71

13 139,67 139,68 145,21 145,27 37,50 37,49 29,72 29,71

14 42,13 42,10 41,69 41,74 41,10 41,01 29,71 29,71

15 26,65 26,63 26,12 26,16 26,60 26,7 29,74 29,71

16 28,14 28,12 26,91 26,96 37,10 36,87 29,77 29,65

17 33,78 33,77 32,48 32,51 31,00 30,68 29,448 29,48

18 59,13 59,10 47,21 47,26 44,30 4415 31,96 31,94

19 39,65 39,63 46,77 46,81 34,30 34,20 22,71 22,70

20 39,70 39,68 31,08 31,09 28,40 28,83 14,11 14,12

21 31,29 31,27 34,72 34,76 43,00 42,01 - -

22 41,58 41,56 37,13 37,1Y 36,90 36,0 - -

23 28,13 28,12 28,39 28,41 28,10 28,08 - -

24 16,84 16,83 16,73 16,79 16,80 16,18 - -

25 15,75 15,74 16,79 16,79 20,00 19,88 - -

26 16,91 16,89 15,69 15,56 18,90 18,91 - -

27 23,27 23,25 25,94 25,97 25,00 24,70 - -

28 28,77 28,76 28,74 28,76 31,60 31,b1 - -

29 17,52 17,51 33,33 33,34 34,70 34,72 - -

30 21,40 21,40 23,69 23,66 33,20 33,01 - -

1 173,68 173,68 - - - - - -

2’ 34,87 34,88 - - - - - -

1- Dados dé’C da porcéo terpénica e dos carbonos C1 e C2 gaggraxa de@esteariloxi-urs-12-eno.
2- Dados dé’C da porcéo terpénica dp-®-acetil-amirina.
3- Dados dé°C da porcao terpénica dg-®-acetil-isomultiflorenol.
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5.4.9 MF5: 3-araquidoiloxi-11-oxo-ursan-12-eno

MF5 foi isolado como uma graxa ligeiramente amal@lajue quando
submetido ao teste de Liebermann-Burchard, apmsergsultado positivo para
triterpenos pentaciclicos.

O espectro de RMN d#1 (Figura 78, pag. 104) apresentou Varios sindieen
04 0,79 e 2,1, um simpleto edy 2,35, um duplo dupleto edy 4,52 (dd,J=4,8; 11,6
Hz, hidrogénio carbindlico) e um simpleto largo ém 5,54 referente a hidrogénio
olefinico. Comparando estes dados com a literafitisganda, 2007), chegou-se a
hipétese que MF5 tratava-se de um triterpeno patitar da classe dos ursanos. Além
disso, um sinal intenso edn 1,26 de hidrogénios metilénicos de cadeia alifdtoga e
um tripletody 2,29 (t,J=7,2 Hz) caracteristico de grupo metilénic@arbonilico de
acido/ester graxo indicaram a presenca de cadaxa gm MF5, e suspeitou-se, entéo,
gue poderia se tratar de um ursano esterificado.

Corroborando com os dados de RMN'He a anélise dos espectros de RMN
de’*C e no subespectro DEPT-135 (Figuras 79 e 80,1fge 105) revelou a presenca
de um sinal endc 199,70 que coincide com deslocamento quimico dpagcarbonila
de cetona, um sinal edx 173,70 caracteristico de carbonila de éster; sio@is em
164,94 e 130,43 indicativo de carbonos olefiniaos, sinal emdc 80,32 referente a
carbono oxigenado e um sinal intenso de carbona#émeos na regiao déc 29,70.
Estes dados confirmaram a hipotese de se tratamd@&sano esterificado e com cadeia
graxa provavelmente ligada ao oxigénio em C3.

A confrontacdo das informacfes de deslocamento igoindo carbono
carbonilico §c 173,70) de MF5 com dados dg-&steariloxi-ursan-12-eno (Miranda,
2006) revelou grande similaridade entre os valaresfrendo o0 mesmo com 0s sinais
de C2' @c 34,87), C3' ¢ 25,18), C16’ & 31,94), C17’ §c 22,70), C18' & 14,12) e
C3 (@c 80,32). Com a finalidade de determinar o tamarha@atieia ligada ao grupo
éster, foi obtido um espectro de RMN € quantitativo (Figura 79, pag. 104) com
delay de 10 s para permitir a relaxacdo completa destasdocarbonos. As areas dos
sinais de carbono referentes a cadeia graxa mastraresenca de 20 carbonos, o que
permitiu concluir que MF5 tratava-se de um aragloddursan-12-eno.

A andlise do mapa de contornos HSQC (Figuras 8% 83, pag. 105 e 106),
associada aos dados da literatura (Mahato, 1994ankih, 2006) e do mapa de

contornos HMBC, permitiu atribuir o deslocamentoingigo dos hidrogénios, bem
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como associa-los aos seus respectivos carbonogoBsivel, em uma analise inicial,
realizar a atribuicdo dos deslocamentos quimico€3l€d: 80,31;dy 4,52), C5 &¢
55,03;8y 0,81), C9 & 61,46;8 2,35), C12 & 130,43;3, 5,54) e C2'8¢c 34,87;54
2,29).

No mapa de contornos HMBC (Figuras 84 e 85, p@g) tonstatou-se que H9
(4 2,35) correlacionou com C8&d 45,15), C10 & 36,85), C11d: 199,69), C253&:
16,56), C26 §: 18,55). C14dc 43,67) correlacionou com H8(2,35), H12 §y 5,54),
H26 ©n 1,15), H27 4 1,29) e o sinal de HB( 2,29) correlacionou com o sinal de
carbono C1’ §c 173,69), C3’ §c 25,18) e com um sinal edg 29,20 (C4’) referente a
CH, da cadeia alifatica do éster. Os dados confirmgpantanto, a posi¢cao da carbonila
e da dupla em C11 e C12, respectivamente, aléemadtran que 0 grupo éster esta
ligado no carbono 3¢ 80,31).

A posicéo enf para a ligacdo da cadeia graxa em C3 foi detedminam base
nos valores das constantes de acoplamento de HB/(#248 Hz) e H3/H2axJ11,6
Hz) que coincidem com valores degpara acoplamentos de hidrogénios ax/eq e ax/ax
(Silverstein, 2005), respectivamente, e com a coagda dos dados de deslocamento
quimico de C3 com a literatura (Miranda, 2006).

Estes dados associados aos dados da literaturan@di 2006) possibilitaram
propor a estrutura dopaaraquidoiloxi-11-oxo-ursan-12-eno para MF5, e ebt®
primeiro relato de isolamento desse composto maatiira. A Tabela 8 (pag. 108)

apresenta a comparacéo entre dados de RMRCdée MF5 com os da literatura para o
3p-esteariloxi-ursan-12-eno e o acido araquidico dhtila, 2006; SBDS, 2007).
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Figura 78: Espectro de RMN de de MF5 (CDCJ; 400 MHz).
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Figura 80: Subespectro DEPT-135 de MF5 (GO0 MHz).
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Figura 81: Mapa de contornos HSQC de MF5 (GHT00 MHz).
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Tabela 8: Comparacao dos deslocamentos quimiccardeno de MF5 com dados da
literatura (Miranda, 2006; SBDS, 2007)

a-amirina® Cadeid

Cn esterificada MF5 |& (JemHz)| HMBC |C, | o™ | MF5 |8, (Jem Hz)| HMBC
1,08 eq, m , ;

1 38,51 38,91 277 ax.m 9, 25 1| 179,83| 173,69 - 2, 3

2 23,68 2363  171m - 2 3403 | 3487 22 .
4,52; dd, , ,

3 80,64 80,31 J=4.8 116 23 3 24,72 | 25,18 1,63 2

4 37,77 38,09 - - 41 29,10 | 29,21 1,26 2,3

55,32 55,03 0,81; m 23,24,25 k' 29,28 | 29,28 1,26 3

6 18,29 17,48 0,94; m - 6 29,40 | 29,37 1,26 -
1,45eq, m )

7 32,92 32,84 1.69 ax, m - 7 29,72 | 29,61 1,26 -

8 40,09 45,15 - 9,26,294 § 29,72 | 29,71 1,26 -

9 47,69 61,46 2,35; m 12,25,26 P 29,72 | 29,71 1,26 -

10 36,85 36,85 - 9,25 10" 29,72 | 29,71 1,26 -

11 23,41 199,69 - 9 11 29,72 | 29,71 1,26 -

12 124,38 130,43 5,54;s 18 12°29,72 | 29,71 1,26 -

13 139,67 164,93 - - 13 29,72 | 29,71 1,26 -

14 42,13 43,67 - 12,26,2f 14 29,72 | 29,71 1,26 -
1,20 eq, m )

15 26,65 27,26 1.88 ax, m - 15 29,72 | 29,71 1,26 -
1,0leq, m ,

16 28,14 27,53 211 ax. m 27 16'| 29,72 | 29,71 1,26 -

17 33,78 33,95 - - 174 29,48 | 29,48 1,26 -

18 59,13 59,02 1,55, m 12,28,29 1831,96 | 31,94 1,26 -
0,97 eq, m )

19 39,65 39,24 1.40 ax, m - 19 22,71 | 22,69 1,29 -

20 39,70 39,32 0,97; m - 20" 14,11 14,12 0,89 19

21 31,29 31,94 1,48; m -
1,34 eq, m

22 41,58 40,94 1.49 ax, m -

23 28,13 28,10 0,89; s 24

24 16,84 16,81 0,89; s 23

25 15,75 16,56 1,19; s 9

26 16,91 18,55 1,15; s 9

27 23,27 20,52 1,29;s -

28 28,77 28,84 0,82; s -

29 17,52 17,48 0,82; s -

30 21,40 21,14 0,96; s -

1- Dados de’C da porcéo terpénica de estearato-denirina.
2- Dados dé’C do &cido eicosandico.
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5.4.10 MF6: B-esteariloxi-D:C-friedoleanan-7-eno (estearato détifforenol)

MF6 foi isolado como um sélido de coloracdo esbuggagla. Quando
submetido ao teste de Liebermann-Burchard, apmsergsultado positivo para
triterpenos pentaciclicos.

O espectro de RMN d#1 (Figura 86, pag. 111) apresentou um simpletolarg
em dy 5,46 correspondente a hidrogénio olefinico. O espale RMN de"*C (Figura
86, pag. 112) apresentou sinais &n 147,60 (C) e 117,52 (CH). Comparando os
deslocamentos quimicos de MF6 com os dados dispienha literatura (Mahato,
1994), chegou-se a hipdtese que MF6 tratava-sendeiterpeno pentaciclico da classe
dos D:C-friedoleananos.

A anélise do espectro de RMN di (Figura 86, pag. 111) revelou nove
simpletos localizados emy 0,76; 0,85; 0,88; 0,94; 0,97; 0,98 1,06; 1,07 e 1,09,
correspondentes a nove grupos metila. Um duploetugmoy 4,52 (=4,4; 11,2Hz)
indicou a presenca de hidrogénio ligado a um carborigenado, um tripleto
deformado emdy 2,30 (t,J=7,6 Hz) e um sinal intenso edy 1,25, sugeriram a
presenca de uma cadeia lateral contendo grupordkxbo

O espectro de RMN d€C e no subespectro DEPT-135 (Figura 87 e 88, pag.
112) indicou a presenca de um sinal &nil73,68 caracteristico de carbonila de éster;
um sinal emdc 80,81 referente a carbono oxigenado e um sin@hsat correspondente
a carbonos metilénicos edg 29,70. Os dados obtidos sugeriram que MF5 tradavde
um multiflorenol esterificado com cadeia graxa pelmente ligada ao oxigénio em
Cs.

A comparacao do deslocamento quimico do carbormmnoéico @c 173,68) de
MF5 com dados def3esteariloxi-ursan-12-eno (Miranda, 2007) mostraa g carbono
carbonilico de MF5 apresentou-se com o deslocamepioico muito similar,
ocorrendo 0 mesmo com 0s sinais de §224,23) e C3g&: 80,81). Com a finalidade
de determinar o tamanho da cadeia ligada ao grefw, oi obtido um espectro de
RMN de *C quantitativo (Figura 86, pag. 111) caielay de 10 s para permitir a
relaxacdo completa de todos os carbonos. As amsasidais de carbono referentes a
cadeia graxa indicaram um total de 18 carbonosue mermitiu concluir que MF3
tratava-se do estearato de multiflorenol.

A analise do mapa de contornos HSQC (Figura 8® @&g. 113), associada aos
dados da literatura (Mahato, 1994; Miranda, 200doemapa de contornos HMBC
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(Figura 91, 92 e 93, pag. 114 e 115), permitiubairio deslocamento quimico dos
hidrogénios, bem como associa-los aos seus regpect@rbonos. Foi possivel, em uma
andlise preliminar realizar a atribuicdo dos desimentos quimicos de Ca(24,23;04
2,25), C3 §c 80,81;04 4,52), C5 &¢ 50,25;04 1,33), C7 §c 117,52;04 5,46), C9 &¢
48,72;04 2,15), C18 §c 46,86;04 1,52), e C2'§c 34,86;04 2,30).

No mapa de contornos HMBC (Figura 91, 92, 93 e 4. 114 e 115)
constatou-se que H8( 4,52) correlacionou com C2d 24,24), C4 & 37,74), C23&:
27,67), C24§c 16,04) e C1' & 173,68) e o sinal de HB( 2,30) correlacionou com o
sinal de carbono C1d¢ 173,68), confirmando que o grupo éster esta ligaemoarbono
3 (3¢ 80,81).

As posicoes das metilas foram determinadas commasicoplamento de varios
sinais de carbono, o que permitiu uma atribuicaafiéweel destes sinais. O sinal do
carbono C1 correlacionou com o sinal da metila én¢dg 0,76), 0 mesmo ocorrendo
com C5 §¢ 50,25), C9 & 48,72) e C10&: 35,07), o que confirmou a posicao deste
grupo. Os sinais das metilas &m27,67 (C23) & 16,04 (C24) foram atribuidos com
base nos acoplamentos de 64 §7,74) e C5&: 50,25) com H23&, 0,85) e H24 &4
0,89). Os acoplamentos de C23/H24 e C24/H23 foramstatados, auxiliando na
atribuicdo dos sinais. O sinal dos hidrogénios lnes H27 ¢4 1,08) correlacionou
com o sinal de C13¢ 37,02), C14 & 41,61) e C16& 36,06). O sinal de H284
(1,06) acoplou com o sinal de C13¢ 30,95), C18&c 46,86) e C19&: 36,06). O sinal
de H26 {4 1,07) foi atribuido em virtude do acoplamento d6B (0c 147,60) e C15
(&¢c 31,66), contudo o sinal de H2d4(0,96) foi atribuido devido ao acoplamento deste
com C20 §c 28,23) e de H30d} 0,98) em virtude de sua correlacdo com C&9 (
33,88). Os demais sinais de MF5 foram atribuidas tase nos dados da literatura
(Mahato, 1994; SBDS, 1997).

A posicéo enp para a ligacao da cadeia graxa em C3 foi detedainam base
nos valores das constantes de acoplamento de H3/2&4 Hz) e H3/H2axJ=11,2
Hz) coerentes para valores dlem acoplamentos ax/eq e ax/ax, respectivamentane
a comparacdo dos dados de deslocamento quimic® d®rG dados da literatura de
3p-O-acetil- multifiorenol (Mahato, 1994; SilversteR005).

A Tabela 9, pag. 116, apresenta a comparacao atiss e RMN déC de
MF6 com os da literatura para o acetato de muléflol e para a cadeia graxa e 3
esteariloxi-urs-12-eno (Mahato, 1994; Miranda, 2006
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A obtencao estearato de multiflorenol a partir giwato em hexano de folhas de

Maytenus salicifoliarepresenta o primeiro D:C-friedoleananos isoladam@ espécie
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da familiaCelastraceae um composto inédito na literatura. 3q
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Figura 86: Espectro de RMN dd de MF6 (CDC4, 400MHz).
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Figura 88: Subespectro DEPT-135 de MF6 (CHOD0 MHz).
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0.115 a 175.
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Tabela 9: Comparacao dos deslocamentos quimiccardeno de MF6 com dados da
literatura (Mahato, 1994; SBDS, 1997)

C. rg:t'g:g;g%{ MF6 | & (JemHz)| HMBC |C, aﬁ%‘f@ﬁ‘z MF6 aHk(fz)em HMBC
1 36,6 36,80 1,49.m 2,25| 1 173,68 173,68 : 2.3
2 24,2 2424|  215m 1| 2 sas7|  aagr O .
452, dd, , ,

3 81,1 8081| 2w, | 2324 | 3| 2520 | 2517 1,63 2

2 37,7 37,74 : 23,24| 4] 2920|2918 1,25 x
5 50,2 5025|  133%m | “32% | 5 | 2028 | 2026 1,25 .

6 24,0 2395| __ 220.m ~ |6 2938 : 1,25 :
7 117,5 11752 546.s ~ [ 7 2960 : 1,25 :
8 147,6 147,60 . 26 | 8  2968| 29,36 1,25 .
9 48,7 4872 _ 215.m 25 |9 2969 29,46 1,25 x
10 35,1 35,07 : 25 | 10 2971|2970 1,25 .
11 17,1 17,10 094.m -~ | 1 2972|2970 1,25 x
12 34,6 3461 137.m 27 | 12 2972 29,70 1,25 .
13 37,0 37,02 . - | 13 29,72| 29,70 1,05 .
14 21,6 21,61 x | 14| 29,66 | 29,64 1,05 :
15 31,7 3166 -O°€AM | 4 95| 2949 | 20,59 1,25 .

1,68 ax, m

16 36,1 3606 16/,m | 18,27 16 _ 31,95 _ 31,93 1,25 :
17 30,9 30,95 - 28 | 17 2270|2269 1,25 18
18 26,9 2686] 152m | 27,28 1B 1412 1411 087 :
19 36,1 36,06] _ 163.m .

20 28,2 28,23 : 29, 30

21 33,9 34,10 096.m x

22 36,8 3658 17L..m 16

23 27,6 27,67 0855 24

24 16,0 1604] __ 0.89;s 23
25 13,2 1320] _ 0.76;s i . . . : .
26 27,1 27,08] 1,075 x . : x : x
27 26,1 26,16] __1,08;s . ] . : : .
28 31,7 30,95 1,06;s : . : x : :
29 34,1 33,88 097;s X ] x X : X
30 33,7 33,67 00985 . ] . . : .

1- Dados de’C da porcéo terpénica dg-8-acetil-multiflorenol.
2- Dados dé°C da porcéo graxa d@@steariloxi-urs-12-eno.
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5.4.11 MF7: B-esteariloxi-lup-20(29)-eno

O composto denominado de MF7, isolado a partirxtca® em hexano de
folhas, apresentou-se como uma graxa translicidaamdo submetido ao teste de
Liebermann-Burchard obteve resultado positivo préierpeno pentaciclico.

O espectro de RMN d#1 (Figura 95, pag. 118) apresentou sinaisdgr@,79;
0,81; 0,84; 0,87; 0,90; 0,94 e 1,03, referente@ geipos metila e dois simpletos ém
4,57 e 4,68 caracteristicos de hidrogénio de digdgéao terminal. Um multipleto em
Oy 4,48 corresponde a hidrogénio carbindélico, umetgpemdy 2,28 0=7,0 Hz), e um
sinal intenso endy 1,25 sugeriram a presenca de uma cadeia latgaaldiao carbono
oxigenado (Miranda, 2007).

O espectro de RMN d€C (Figura 96, pag. 118) mostrou sinais &rl09,36
(CH) e 150,98 (C) correspondentes a dupla ligag@acteristica de triterpeno da série
lupénica. Observou-se, também, um sinaldmi. 73,75 caracteristico de carbonila de
éster, um sinal em¢ 80,64, referente a carbono oxigenado e sinaigisote entrédc
29,19 e 29,71 referentes a carbonos metilénicdses Emdos, comparados a literatura
(Tabela 10, pag. 119), sugerem que MF7 trataveesendtriterpeno do tipo lupano, o
lupeol, e que apresentava o esterificado na posi¢c&oonstatou-se, posteriormente,
calculando-se o numero de carbonos da cadeia llgtela integracdo dos sinais do
espectro de RMN d¥C e comparando com dados de Miranda (2007) que &/&D
3p-esteariloxi-lup-20(29)-eno.
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Figura 95: Espectro de RMN dd de MF7 (CDCJ; 400 MHz).
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Tabela 10: Comparacédo dos deslocamentos quimicoardeno e hidrogénio de MF7
com dados da literatura para @-&steariloxi-lup-20(29)-eno (Miranda,

2007)

Cn 3p-esteariloxi-lup-20(29)-eno MF7 | G C'a,d ca MF7
Alifatica

1 38,43 3844 1 173,69 173,75
2 23,78 23,78, 2 34,88 34,88
3 80,65 80,64, 3 25,19 25,19
4 37,87 3785 4 29,19 29,19
5 55,44 55,39| % 29,27 29,27
6 18,24 18,23| € 29,37 29,37
7 34,27 3428, T 29,60 29,60
8 40,91 40,90 & 29,69 29,69
9 50,40 50,35| 9 29,71 29,71
10 37,14 37,10( 10 29,71 29,71
11 20,99 21,00( 11 29,71 29,71
12 25,15 25,15 12 29,71 29,71
13 38,11 38,10 13 29,71 29,71
14 42,88 42,84 14 29,65 29,65
15 27,48 27,48 15 29,48 29,48
16 35,65 35,63 16 31,94 31,94
17 43,03 43,01 17 22,70 22,71
18 48.3¢ 48.2¢ | 18 14.11 14.1:
19 48,04 48,02
20 150,96 150,98
21 29,88 29,87
22 40,03 40,00
23 28,00 28,01
24 16,59 16,58
25 16,18 16,18
26 16,01 15,98
27 14,55 14,53
28 18,03 18,01
29 109, 3¢ 109, 3¢
30 19,31 19,29
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5.4.12 MF8: 8-hidroxi-ursan-12-enoefpia-amirina), 3i- hidroxi-olean-12-enoeif3-
amirina) e 8-hidroxi-D:C-friedolean-7-eno)gfpirmultiflorenol)

MF8 se apresentou como um solido de cor esbraadpigue ao ser submetido
ao teste de Liebermann-Burchard apresentou resulfambitivo para triterpenos
pentaciclicos. A andlise em cromatografia em can@glgada revelou uma Unica
mancha, mesmo mudando-se a polaridade do eluente.

O espectro de RMN d# (Figura 98, pag. 121) apresentou Varios sinaieen
oy 0,70 e 2,00, dois sinais ey 3,41 e 3,46 referentes a hidrogénios carbindkctrés
sinais emdy 5,13, 5,18 e 5,48 de hidrogénios olefinicos. Aoprgéo entre as areas dos
sinais e seu numero induziram a suspeita de guataga de uma mistura.

O espectro de RMN d€C e subespectro DEPT-135 (Figura 99 e 100, pag. 121
mostraram a existéncia de mais de 50 sinais de@marl® espectro apresentou sinais
emdc 117,75 (CH), 121,80 (CH), 124,49 (CH), 139,58 (@)5,20 (C) e emdc 147,80
(C) referentes a carbonos olefinicos hidrogenadw#oehidrogenados, respectivamente.
Estes dadosstdo coerentes com os deslocamentos quimicosadaosnos insaturados
dos compostosa-amirina, B-amirina e multiflorenol. No entanto, o valor de
deslocamento quimico do carbono carbinélico C3 reuggle os compostos obtidos
sejam epimeros destes compostos, em virtude deesatte deslocamento quimico
préoximos adc 80 serem coerentes com valores para hidroxilaetmédovalores ao redor
de &c 76 indicarem hidroxila em alfa (Agrawal, 1992; Maty 1994; Nakano, 1997).
Portanto, os valores dgz para C3 mostraram-se compativeis com o0s corresptesd
deslocamentos dos composts-a-amirina, epif3-amirina eepirmultiflorenol (Tabela
11, pag. 122).

Os sinais de carbono e os valores da literatuéo dstados na Tabela 11, pag.

122 (Agrawal, 1992; Mahato, 1994; Nakano, 1997).
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Figura 98: Espectro de RMN dd de MF8 (CDC4, 400MHz).
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Figura 99: Espectro de RMN ¢ de MF8 (CDGCJ, 100 MHz)
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Figura 100: Subespectro DEPT-135 de MF8 (GDTI0 MHZz).

121



Tabela 11: Comparacao dos deslocamentos quimioccarkdeno de MF8 com dados da
literatura (Agrawal, 1992; Mahato, 1994; Nakan®7)9

N° a-amirina MF8 epip-amirina MF8 multiflorendl MF8

1 38,7 33,02 33,0 32,50 37,6 32,51
2 27,2 25,41 25,2 25,22 27,6 26,08
3 78,3 76,19 76,1 76,19 79,3 76,19
4 38,7 37,14 37,3 37,29 39,2 37,35
5 55,2 48,92 48,9 48,92 50,7 44,05
6 18,3 18,34 18,3 18,34 24,5 24,10
7 32,9 32,50 32,5 32,5% 117,6 117,72
8 40,0 40,17 39,9 39,96 145,7 147,76
9 47,7 47,51 47,4 47,40 48,3 48,50
10 36,9 37,20 37,0 37,04 35,5 34,96
11 23,3 23,38 23,4 23,48 17,5 17,45
12 124,3 124,44 121,8 121,80 33,3 33,33
13 139,3 139,58 145,2 145,20 37,3 37,26
14 42,0 42,15 41,7 41,81 42,5 42,15
15 28,7 28,75 26,1 26,16 30,9 30,96
16 26,6 26,56 26,9 26,97 37,3 37,26
17 33,7 33,77 32,5 32,55 31,6 30,96
18 58,9 59,11 47,2 47,28 45,8 46,81
19 39,6 39,65 46,8 46,85 30,9 36,20
20 39,6 39,65 31,1 31,11 40,6 28,23
21 31,2 31,18 34,7 34,77 29,5 33,86
22 41,5 41,65 37,2 37,38 36,0 36,57
23 28,1 28,22 28,3 28,30 27,8 27,55
24 15,6 15,49 22,3 22,36 15,0 15,46
25 15,6 15,49 15,3 15,31 13,4 13,03
26 16,8 16,84 16,8 16,84 25,2 27,10
27 23,3 23,38 26,1 26,1P 27,8 26,09
28 28,1 28,26 28,4 28,44 31,5 31,07
29 17,4 17,45 33,3 33,37 182,8 34,06
30 21,3 21,40 23,7 23,78 33,5 33,74

1- Dados dé°C do &cido B-hidroxi-D:C-friedolean-7-en-29-6ico.
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5.4.13 MF10: B-hidroxi-olean-12-enoftamirina) e B-hidroxi-D:C-friedolean-7-eno),
(multiflorenol)

MF10 apresentou-se como um solido de cor esbreadai apresentando
resultado positivo para triterpenos pentaciclicasanglo submetido ao teste de
Liebermann-Burchard. A analise em CCDS revelou umea mancha, mesmo quando
eluido em diferentes misturas de solventes.

O espectro de RMN dfH (Figura 101, pag. 124) revelou a presenca devari
sinais entredy 0,74 e 2,17, um sinal largo edy 3,25 referentes a hidrogénios
carbindlicos e dois sinais ebp 5,18 e 5,48 correspondentes a hidrogénios ole8nik
proporcao dos sinais e seu grande numero induZranspeita de que se tratava de uma
mistura.

O espectro de RMN d€C e o subespectro DEPT-135 (Figura 102 e 103, pag.
124) sugeriram a existéncia de mais de 30 sinaisadeono. O espectro apresentou
sinais emd¢ 117,73 (CH), 121,76 (CH), 145,21 (C) e 147,49 (€ferentes carbonos
olefinicos e ndo hidrogenados, respectivamente.

Os dados obtidos da anélise do espectro de RMNHdmigeriram tratar-se de
uma mistura de triterpenos pentaciclicos e comparaps dados de RMN dé&C de
MF10 com a literatura (Agrawal, 1992; Mahato, 198&kano, 1997) permitiu inferir
que MF10 é constituido principalmentefdamirina e multiflorenol.

A comparacdo dos dados de deslocamento quimicd°Gledos sinais de
multiflorenol identificado em MF10 e estearato deultiflorenol revelou uma
concordancia entre varios sinais. Isso indica gstesecompostos apresentam uma
origem biossintética comum, sendo o multiflorenadleqorsor do estearato de
multiflorenol.

No valor da integracéo dos sinais dos hidrogéniefénicos, e na altura relativa
dos sinais de carbonos olefinicos, foi possivelficoar a existéncia d@-amirina e
multiflorenol e sugerir a proporcao aproximada dedestes constituintes na mistura.

Os sinais de carbono e os valores da literatuéem distados na Tabela 12, pag.
125 (Agrawal, 1992; Mahato, 1994; Nakano, 1997).
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Tabela 12: Comparacao dos deslocamentos quimioccarkdeno de MF10 com dados
da literatura (Agrawal, 1992; Mahato, 1994, Nak&at97)

N° | p-amirina | MF10| multiflorendl | multiflorenof | MF10
1 38,7 38,62 37,6 36,6 37,20
2 27,3 27,26 27,6 24,2 27,71
3 79,0 79,04 79,3 81,1 79,29
4 38,8 38,81 39,2 37,7 38,83
5 55,3 55,20 50,7 50,2 50,72
6 18,5 18,99 24,5 24,0 24,70
7 32,8 32,69 117,6 117,5 117,73
8 38,8 38,82 145,7 147,6 147,49
9 47,7 47,66 48,3 48,7 48,83
10 37,6 37,62 35,5 35,1 35,22
11 23,6 23,56 17,5 17,1 17,11
12 121,8 121,75 33,3 34,6 34,62
13 145,1 145,21 37,3 37,0 36,97
14 41,8 41,75 42,5 41,6 41,60
15 26,2 26,19 30,9 31,7 31,66
16 27,0 27,09 37,3 36,1 36,06
17 32,5 32,51 31,6 30,9 31,10
18 47,4 47,25 45,8 46,9 46,87
19 46,9 46,87 30,9 36,1 36,17
20 31,1 31,10 40,6 28,2 28,24
21 34,8 34,76 29,5 33,9 33,90
22 37,2 37,19 36,0 36,8 36,61
23 28,2 28,24 27,8 27,6 27,71
24 15,5 15,51 15,0 16,0 15,38
25 15,6 15,61 13,4 13,2 13,18
26 16,9 16,82 25,2 27,1 27,07
27 26,0 26,01 27,8 26,1 26,01
28 28,4 28,42 31,5 31,7 31,66
29 33,3 33,36 182,8 34,1 34,14
30 23,7 23,72 33,5 33,7 33,68

1- Dados de’C do 4cido B-hidroxi-D:C-friedolean-7-en-29-6ico.
2- Dados dé°C da porcao terpénica dg-®-acetil-multiflorenol.
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5.4.14 MF11: B-hidroxi-estigmast-5-en@{Sitosterol)

MF11 foi obtido do extrato em hexano das folhggesentando-se como um
solido branco de ponto de fusdo 127,5-12%1 Quando submetido ao teste de
Liebermann-Burchard, apresentou coloracdo azulapdss para o verde, resultado
caracteristico de esterdides. A analise por CCDStnmo Rf coincidente para MF9 e
padrao d¢i-sitosterol previamente isolado (Miranda, 2004 |at#o, 2005).

O espectro de RMN d#f (Figura 104, pag. 127) apresentou mdltiplos sinai
regido dedy 0,68 a 2,28, que foram atribuidos a hidrogéniotinices, metilénicos e
metilicos. O multipleto endy 3,52 foi atribuido ao hidrogénio carbindlico H3oe
dupleto emdy 5,35 foi atribuido ao hidrogénio olefinico H6 (lirda, 2004, Valladao,
2005).

O espectro de RMN d€C e o subespectro DEPT-135 (Figura 105 e 106, pag.
127 e 128) revelaram a presenca de 28 sinais dmruar sendo 7 metilicos, 11
metilénicos, 8 metinicos e 2 ndo hidrogenados.itassemdc 121,71 (CH) e 140,76
(C) foram atribuidos aos carbonos olefinicos Céber€spectivamente, e o sinal ém
71,81 (CH) foi atribuido a C3. A atribuicdo dos @snsinais de carbono deu-se por
comparacdo dos deslocamentos quimicos de RMN@ede MF11 com dados da
literatura, mostrados na Tabela 13, pag. 128 (datia2005).

A obtencao do espectro de massas de MF11 por C@EAgra 107, pag. 129)
e a comparacao com os dados da biblioteca do eqeiga possibilitou a confirmacéo
dos dados de RMN, gue indicou a identidade desteosto como sendo do esterdide
[-sitosterol.

B-Sitosterol

HO
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Tabela 13: Comparacao dos deslocamentos quimicoarbleno de MF113¢sitosterol)

com dados da literatura (Valladdo, 2005)

Cy MF11 | B-sitosterol Cy MF11 B-sitosterol
1 37,28 37,25 16 28,26 28,25
2 31,69 31,65 17 56,09 56,05
3 71,74 71,80 18 11,99 11,86
4 42,35 42,32 19 19,41 19,40
5 140,78 140,75 20 36,17 36,15
6 121,73 121,72 21 18,80 18,78
7 31,94 31,89 22 33,98 33,94
8 31,94 31,92 23 26,13 26,06
9 50,17 50,13 24 45,88 45,89
10 36,53 36,50 25 29,20 29,14
11 21,10 21,08 26 19,83 19,83
12 39,80 39,77 27 19,06 19,03
13 42,33 42,32 28 23,10 23,06
14 56,80 56,76 29 11,99 11,98
15 24,32 24,31
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Figura 107: Espectro de massas obtido de MF11 GJER.

5.4.15 MF12: Campesterol

A andlise de MF11 por CG/MS (Figura 108) obtidoekdrato em hexano das
folhas, revelou uma impureza. O espectro de makstia substancia (Figura 109, pag.
130) foi confrontado com os dados do banco de dddssftware(NIST147 e NIST25)
que identificaram a impureza como sendo o cammasi#&rcomparacao dos dados de
fragmentacdo obtidos com os da literatura (Cori®88) mostrou que realmente se

tratava do esteroide campesterol.
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Figura 108: Cromatograma obtido de MF12 por CG/EM.
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5.4.16 MF13: B,30-dihidroxi-D:C-friedoleanan-7-eno f3hidroxi-epidnultiflorenol)

MF13 apresentou-se como um sélido branco com pmfoséo de 250-254°C
que submetido ao teste de Liebermann-Burchard toesylositivo para triterpeno
pentaciclico.

A andlise do espectro de RMN d¢ (Figura 110, pag. 133) apresentou um
dupleto emdy 5,48 (=3,6 Hz)e o espectro de RMN d€C (Figura 111, pag. 133)
apresentou sinais edg 147,76 (C) e 117,72 (CH). Comparando estes damlnsos da
literatura (Mahato, 1994), chegou-se a conclus@oMgE10 tratava-se de um triterpeno
pentaciclico da classe dos D:C-friedoleanano.

Uma andlise detalhada do espectro de RMN'HigFigura 110, pag. 133)
revelou oito simpletos localizados eé,0,82; 0,91; 0,94; 0,96; 0,98 1,05; 1,09 e 1,10,
correspondentes a oito metilas. Um duplo dupletodgm,00 0=10,8 e 5,6 Hz) e um
tripleto deformado endy 3,57 (0=3,2 Hz)indicaram a presenca de dois hidrogénios
ligados a dois carbonos oxigenados.

No espectro de RMN d€C e subespectro DEPT-135 (Figura 111 e 112, pag.
133 e 134) foram observados dois sinaisde7,10 e 73,13, referentes a dois carbonos
oxigenados. Os dados obtidos sugeriram que MFi&vaase de um D:C-friedoleanano
dihidroxilado.

A andlise do mapa de contornos HSQC (Figuras 1134e pag. 134 e 135)
associada aos dados da literatura (Mahato, 199490 enapa de contornos HMBC
(Figuras 114, 115 e 116, pag. 135 e 136) permitaaibuir os deslocamentos quimicos
de todos os hidrogénios aos seus respectivos aabéoi possivel, em uma analise
preliminar efetuar a confirmacéo dos valores déodamento quimico de Cdd{ 73,13;
3y 4,00), C3 & 77,10;3, 3,57), C5 & 43,57;84 1,85), C7 & 117,72;3, 5,48), C9
(5c 49,35;5 2,50) e C18 46,965, 1,52).

No mapa de contornos HMBC (Figuras 115, 116 e YJAg. 135 e 136)
constatou-se que o sinal de @3 {7,10) correlacionou com o sinal de H23 0,94) e
H24 ©c 0,91), e o sinal de C3{ 73,13) correlacionou com o sinal de HZ5 0,82)
confirmando que as duas hidroxilas estavam loadiganos carbonos 1 e 3. As
posicdes das metilas foram determinadas com baseaptamento de varios sinais de
carbono, o que permitiu uma atribuicdo confiavette sinais. O carbono @(73,13)
correlacionou com o sinal dos hidrogénios do groqatila C25 §y 0,82). O sinal de

H25 correlacionou também com os carbonos &5438,57), C9 §c 49,35) e C10&¢
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41,08), o que possibilitou confirmar a posicao dgtila C25 §c 7,28). Os sinais dos
hidrogénios dos grupos metila em C23 e C24 foranbudtlos com base nos
acoplamentos com C4d4 37,35) e C5 & 43,57). Os acoplamentos C23/H24 e
C24/H23 também foram constatados, o que permitia fishatribuicdo desses sinais. O
sinal dos hidrogénios H2'8( 1,05) correlacionou com o sinal de C83 86,58) e C18
(6c 46,96), e o sinal de H28 acoplou com o sinal dé 4 30,95) e C184& 46,96). O
sinal de H30 &y 0,96) foi atribuido em virtude do acoplamento aminal de C20&:
28,21) e C29&: 34,38). O sinal de H2%®y 0,98) acoplou com o sinal de C2&: (
28,21). O sinal de hidrogénios de H&% (,10) correlacionou com o sinal de & (
147,76), C13 & 36,58) e C154: 31,69). Por fim, os demais sinais de deslocamento
quimico foram atribuidos por analise detalhada mapas de contorno HMBC e por
comparacao com dados da literatura.

O experimento NOESY (Figura 118, pag. 137), radiz para confirmar a
estereoquimica do composto revelou interagbes estt@drogénios H1/H5, H1/H6 e
H1/H9. O sinal do hidrogénio H3 interagiu com H23H24, e o hidrogénio H7
correlacionou com H6 e H15. Por outro lado, o lgéreo H9 correlacionou com H5, o
que ja era de se esperar, e correlacionou, tamb@m,H27. O acoplamento H9/H27
indicou que a metila C27 encontrava-se em posifao a

A comparacdo dos dados de deslocamento quimicdCdeos sinais depk
multiflorenol presente na mistura denominada po8MFB-hidroxi-epimultiflorenol
revelou uma concordancia entre varios sinais. Isslica que estes compostos
apresentam uma origem biossintética comum, senepimultiflorenol precursor de
1B-hidroxi-epimultiflorenol.

A analise do espectro de massas de MF13 por CGHdlirg 119, pag. 137)
corroborou com a hipotese de uma triterpeno dikitrdo para o composto MF13.

A Tabela 14 (pag. 138) apresenta a comparacée eatios de RMN d€C de
MF13 com os da literatura para o multiflorenol (Ma#) 1994). Nao foram encontrados
relatos na literatura referente ao diol isoladd/dealicifolia.

A identificacdo de multiflorenol epimultiflorenol presente em duas misturas,
juntamente com tetracosanoato de multiflorenol @hitiroxi-epimultiflorenol,
constituem uma grande contribuicdo para o estudmigi@axondmico da familia
Celastraceag uma vez que sdo os primeiros D:C-friedoleanasotados de uma

espécie da famili@elastraceae

132



5.486
5.477
4.021
4.007
3.994
3.980
3.576
3.568
3.561
~ 2,883
2 507

30

-|||I|||||§

R R | ¥

.

i Sl B S S | T T T T 0 : ™ I

— -
6 5 4 3 2 1

Figura 110: Espectro de RMN d¢ de MF13 (CDGJ, 400MHz).

14781
111

1 v v . . . . y . ' ' B ' . | ' . ' ' ' v 1 ' ' ' | . . . |
ppm |4(! 12 100 80 50 a0 20 0 8

Figura 111: Espectro de RMN &€ de MF13 (CDGJ, 100 MHz).
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Tabela 14: Comparacao dos deslocamentos quimioccarkdeno de MF13 com dados
da literatura (Mahato, 1994; Nakano, 1997)

C, | multifiorenol* |  MF13 04 (JemHz) | DEPT-135] HMBC
4,00; dd,

1 37,6 73,13 J=10.8: 5.6 CH 25

2 27,6 36,42 1,90; m CH 1

3 79,3 77,10 357t CH 23, 24

! ’ J=3,2 '

4 39,2 37,35 - C 23, 24

5 50,7 43,57 1,85; m CH 23,24, 25

6 24,5 24,68 2,07, m CH -

5,48; d

7 117,6 117,72 1=3.6 Hz CH,

8 145,7 147,76 - C 26

9 48,3 49,35 2,50;m CH 1,25

10 35,5 41,08 - C 25
1,65eq, m

11 17,5 20,34 212 ax. m CH, -

12 33,3 34,47 1,39; m CH

13 37,3 36,58 - CH 26, 27

14 42,5 41,66 - C 15, 18
1,62 eq, m

15 30,9 3169 | 1'7¢ ag’ . CH, 26

16 37,3 36,48 1,64; m CH 15, 18, 22

17 31,6 30,95 - C 15, ;g 22,

18 45,8 46,96 1,52; m C 22,27,28

19 30,9 35,85 1,40; m CH -

20 40,6 28,21 - CH 22,29, 30

21 29,5 34,03 1,22; m CH 22

22 36,0 36,71 1,50, m C 18

23 27,8 27,53 0,94; s CH 24

24 15,0 21,76 0,91;s CH 5,23

25 13,4 7,28 0,82; s CH 1,5

26 25,2 26,76 1,10; s CH 15

27 27,8 26,17 1,05; s CH 18

28 31,5 31,03 1,09; s CH 18

29 182,8 34,38 0,98; s GH 30

30 33,5 33,59 0,96; s CH -

1- Dados d€C do &cido B-hidroxi-D:C-friedoleanan-7-en-29-6ico.
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6. CONCLUSAO

Neste trabalho foram estudados os perfis quingdastologicos de trés populacdes
deMaytenuscoletadas nos municipios de Belo Horizonte, Ca&éro Branco.

A utilizacdo de métodos cromatograficos (CG/EM IRAE/UV), assim como 0s
estudos histoquimicos, mostraram-se de grande palia auxiliar na distincdo entre os
grupos e contribuir para estudos de taxonomia aéget

Através da aplicacdo desses métodos ao estudo aaxondmico comparativo,
realizado nesse trabalho, foi possivel observauleitlades entre as populacdes de
Maytenus existentes em Belo Horizonte (BH), Caeté (CA) erdO®8ranco (OB), e
estabelecer distingbes entre os grupos estudados.

A analise dos perfis cromatograficos obtidos porAEIUV mostrou diferencas
significativas entre a populacdo de BH e as popes@©B e CA. Notou-se a presenca de
picos comuns entre as trés populacdes estudadasapalsse mais detalhada dos
cromatogramas revelou a existéncia de uma maidlasidade entre os grupos OB e CA, e
certa semelhanca destes dois, com a populacdo BH.oftro lado, a andlise dos
cromatogramas obtidos por CG-EM mostrou uma acdatdderenca de OB e CA, com a
populacéo BH.

Utilizando o protocolo de anadlise definido no dstypor CG/EM, os triterpenos
friedelina ep-friedelinol foram encontrados em CA e OB, com pigtdensos, 0 que nao foi
observado no cromatograma de BH. Com base nesgesitiwpenos, a distingdo entre os
grupos CA e OB, em relacdo a populacdo BH é bastaitida, visto que foram feitas
analises em momentos sazonais diferentes.

A friedelina foi isolada de BH em quantidade pouewpressiva (3,0 mg)
comparativamente a quantidade obtida em estudogufinicos de folhas realizados
anteriormente com OB (~360,0 mg) e CA (~60,0 mghda deteccéo dé-friedelinol por
CG/EM e o nao isolamento deste composto distangeupo BH das outras populacbes
estudadas.

Os dados acima reforcam a distincao entre as aojpes e indicam a existéncia de
uma divergéncia evolutiva entre os grupos estudados
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A andlise da relacdo entre a altura dos picosespondentes a rutina nos
cromatogramas de ambos o0s grupos trabalhados nétocomaiferencas muito acentuadas.
Esse dado contrasta com o que foi relatado por deyad (1997), que, através de CCDS
verificou uma concentracdo significativamente maleste flavondide no grupo BH em
comparacado com CA. A discrepancia desses resulfzmlbs ser explicada em funcéo das
técnicas utilizadas, visto que a CLAE apresenta wesalucdo mais apurada do que a
CCDS. O aparecimento de uma mancha de colora¢d® intansa na cromatoplaca, em
virtude de uma co-eluicdo de compostos com esaidimilar a rutina, pode ter induzido
Mendoncga a uma conclusao equivocada em relacaacamwacao deste flavondide.

Pelo estudo histoquimico constatou-se a presentigrdna e de lipideos e auséncia
de acumulo de amido e de compostos fendlicos ndescdas folhas representativas de
todos os grupos. Nao foram encontrados dados mgifals, que salientassem uma
diferenca significativa entre as populagdes.

Os resultados divergentes obtidos pelas andlistgghimicas e cromatograficas
podem ser justificados por diferencas nos fatorabientais aos quais cada populagéo
pesquisada esta submetida, tais como, o tipo dg sliha e altitude. As caracteristicas
peculiares em cada um ddmbitats estudados determinam os fatores de estresses e
influenciam drasticamente na cobertura vegetal,demamo anatémica, morfologica e
guimicamente as espécies da flora local.

Com base nas informacgOes obtidas através do esgiduotaxondmico das trés
populacbes deMaytenus associadas aos dados edéficos, climaticos eéalitms das
regides de coleta, sugere-se que as populacdes OB representam membros de uma
espécie, sendo a populacdo BH pertencente a @péaie.

Podem-se citar como importantes informacfes pamnalusédo do trabalho que a
classificacdo das espécikk gonocladae M. salicifolia foram realizadas por naturalistas
distintos, Martius e Reissek, respectivamente. @sodos tradicionais de classificacéo
morfoldgica apdiam-se na rigidez das folhas (dudamafolhas) para distinguir estas duas
espécies d&laytenus E, conforme relatado por Carvalho-Okano (199@3rentemente as
duas espécies ndo co-habitam os mesmos tipbakd&t sendaVl. gonocladaum arbusto
de campos rupestres e matas de altitule salicifolia considerada uma espécie arborea

encontrada em matas de interior, que sao vegetaafamseristicas de altitudes menores.
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Como a populagédo CA foi primeiramente identificpegdo naturalista pioneiro no
Brasil, Carl Friederich Von Matrtius, comdaytenus gonocladpropde-se que a populacéo
OB também pertenca a essa espécie. Consequentesayges-se, também, que a
populacdo BH seja mesmo classificada ctaytenus salicifoligReissek.

A continuidade do estudo fitoquimico da polpa detdrde M. salicifolia BH
propiciou o isolamento e a identificagdo dos tpézros lupeol e glutinol e dos flavondides
rutina e epicatequina.

Do extrato em hexano de folhas isolou-se o tanacetal (ZE,6E,10E)-2,6,11-
trimetildodeca-2,6,10-trieno. A presenca desse cshopdemonstra a capacidade Ma
salicifolia de sintetizar um sesquiterpeno cuja rota biogsiat@nvolve o acoplamento de
pirofosfato dey,y-dimetilalila com pirofosfato de geranila.

Além do tanaceteno, foram isolados e identificapes primeira vez na familia
Celastraceas 33-esteariloxi-D:C-friedolean-7-eno e @,Ba-dihidroxi-D:C-friedoleanan-
7-eno, que também sao formados por rota diferesj@alas utilizadas na biossintese dos
compostos que sdo comumente isoladdslagenussp. Sugere-se que o multiflorenol seja
0 precursor do compostop-&steariloxi-D:C-friedolean-7-eno e epimultiflorenol de
1B, 3a-dihidroxi-D:C-friedoleanan-7-eno, ambas as sulisé@nobtidas do extrato hexanico
de folhas deM. salicifolia BH.

Através dos estudos fitoquimicos também foram tifiemdos: araquidato de-
amirina, araquidato d@-amirina, araquidato de isomultiflorenapioa-amirina, epkp-
amirina,-amirina, lupeol, campesteroBesitosterol.

Também foi isolado e identificado um composto pexate a classe dos lupanos, o
3p-esteariloxi-lup-20(29)-eno, e um da classe doangs ainda néo relatado na literatura, o

3p-araquidoiloxi-11-oxo-ursan-12-eno.
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