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Resumo

O presente trabalho teve como objetivo o estudo de isolamento e a identificacdo dos
principais metabdlitos especiais presentes nas raizes de Maytenus ilicifolia
(Celastraceae). O estudo fitoquimico das cascas das raizes da planta adulta e das
raizes da planta jovem resultou no isolamento de quatro substancias pertencentes a
duas diferentes classes de metabdlitos especiais, incluindo os alcaldides piridinicos
sesquiterpénicos, aquifoliunina E-I e a maiteina e os triterpenos quinonametideos,
pristimerina e maitenina. Este estudo mostrou que o acumulo desses metabdlitos
sao dependentes do ciclo de desenvolvimento da planta. A analise desses
metabdlitos por espectrometria de massas permitiu identificar ions de fragmentacéo
caracteristicos dos alcaldides piridinicos sesquiterpénicos e dos triterpenos
quinonametideos. A otimizacdo cromatografica e analise qualitativa por CLAE-DAD
permitiu identificar os alcaldides piridinicos sesquiterpénicos, aquifoliunina E-I,
maiteina; e os triterpenos quinonametideos, pristimerina e maitenina, presentes no

extrato de raizes da planta jovem como principais metabdlitos constitutivos.
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1. INTRODUCAO

1.1 Familia Celastraceae

A familia Celastraceae €& caracterizada por plantas de porte variado,
apresentando individuos que variam do porte herbaceo ao arbodreo, na qual
geralmente destacam-se as plantas de menor tamanho, mesmo nos individuos de
maior altura. Seus individuos estdo amplamente distribuidos, sendo encontrados
exemplares nas Ameéricas e no continente Europeu, onde a grande maioria
encontram-se presentes em regides de clima subtropical e apenas poucos
conhecidos que habitem regides de climaticas de menor temperatura (SIMMOMS et
al.; 2008; SIMMOMS et al.; 2001 ).

Taxonomicamente sao aproximadamente 1210 espécies conhecidas,
separadas em 98 géneros, dentro de 5 sub-familias, Campylostemonoideae,
Celastroideae, Tripterygioideae, Cassinoideae, Goupioideae, onde os critérios de
classificacdo de cada familia sdao a forma de crescimento, formato da folha,
caracteristica florais e tipos de fruto (SIMMOMS et al.; 2008).

Historicamente, a familia é formada por espécies de amplo emprego na
medicina popular. A espécie Catha edulis é utilizada como estimulante do sistema
nervoso central em paises africanos, onde se destacam diversas outras atividades,
que vao desde efeito anti-ulcerogénicos a antiproliferativos (SIMMOMS et al.; 2001,
JORGE et. al.; 2004).

Bioquimicamente, sdo produzidos inumeros metabdlitos especiais,
destacando-se os sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos, onde os representantes

dessas trés ultimas classes sdo os pertencentes as séries do lupano, oleano,
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friedelano, taraxerano, D:B — friedobacarano e quinonametideos (NUNEZ et al.;
2012). Também se destacam alcaldides, onde podem ser encontrados
representantes da classe dos piridinicos sesquiterpénicos, flavondides, taninos e
polissacarideos e outras classes de metabdlitos especiais dos mais diversos tipos

(LIAO et al.; 2003; BAGGIO et al.; 2007; CIPRIANI et. al.; 2009).

1.2 A espécie Maytenus ilicifolia

A espécie Maytenus ilicifolia Martius € uma planta nativa da regido sul da
América Latina, sendo encontrada em regides de clima subtropical como a
Argentina, Paraguai e ainda o Sul do Brasil (CRESTANI et al.; 2009).

Conhecida popularmente como “espinheira — santa”, botanicamente é uma
planta de porte arbéreo, com folhas simples inteiras, lanceoladas, com curto peciolo
e sua borda apresenta formato de pequenos espinhos, caracterizando seu nome
popular (DUARTE et al.; 2004).

A planta apresenta uma grande importancia econémica devido ao seu uso na
medicina popular, onde a infusdo de suas folhas € utilizada tradicionalmente no
tratamento do diabetes, problemas renais, desordens do sistema nervoso central,
anti-inflamatério e no combate a ulceras gastricas (CRESTANI et al.; 2009), e na
industria de fitoterapicos (DI STASI, 2004), onde nesses dois ramos ela tem
destaque principalmente pela potente acido antiulcerogénica, tendo o extrato
padronizado de suas folhas agdo comprovada no tratamento de ulceras gastricas
(JORGE et al.; 2004).

As principais classes de metabdlitos especiais presentes nas folhas, descritas

para esse efeito sao:
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a) flavonoides, onde esses agem na inibigdo da bomba Na’/H" ATPase
diminuindo a secregcdo de acido cloridrico e assim diminuindo a injuria tecidual
(BAGGIO et al.; 2007; CRESTANI et al.; 2009;);

b) taninos condensados, os quais sdo capazes de precipitar proteinas,
contribuindo para o processo cicatricial onde a precipitacdo de determinadas
proteinas sanguineas atuam como catalisador do processo cicatricial (JORGE et al.;
2004), e;

c) polissacarideos que atuam formando um filme protegendo o tecido contra
os danos causados pelo suco gastrico (CIPRIANE et al.; 2009). Todos esses
mecanismos se completam, conferindo a propriedade anti-ulcerogénica a planta.

Devido a essas caracteristicas em 1988, a espécie foi incluida como
fitoterapico no programa de fitoterapia coordenado pela Central de Medicamentos,
visando uma terapia racional e de baixo custo para as ulceras pépticas (DI STASI,
2004). Sendo que atualmente, muitas industrias farmacéuticas produzem e
comercializam fitofarmacos contendo essa espécie, sendo as folhas utilizadas na
obtencao de extratos padronizados e os taninos totais utilizados como marcadores
para controle de qualidade (SOARES et al.; 2004).

Muitas outras espécies tem morfologia similar, incluindo Soracea bomplandii
(Moraceae), Zolernia ilicifolia (Fabaceae) e portanto, muitas adulteragbes sao
comumente encontradas no comércio de plantas medicinais (LEITE et al.; 2001).

As espécies M. aquifolium, S. bomplandii, Z. ilicifolia s&o tradicionalmente
usadas na medicina como analgésicos e antiulcerogénicos (DI STASI et al.; 2001),
com o mesmo uso tradicional da verdadeira “espinheira-santa” (Maytenus ilicifolia). A
eficacia e segurangca dessas espécies foram confirmadas por estudos

farmacologicos e toxicoldgicos. Sendo que apesar do extrato de Z. ilicifolia produzir
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efeitos antiulcerogénicos, este produziu efeitos téxicos agudos (GONZALES et al;
2001).

Estudos fitoquimicos realizados com Z. ilicifolia mostrou a presenca de
glicosideos cianogénicos, o que torna um fator preocupante ja que esta é
considerada uma planta medicinal e adulterante de M. ilicifolia. Sendo assim, a
informacao quimica obtida é importante ndo somente para a correta compreensao e
utilizacdo popular da espécie, mas também para uma futura validagao desses
compostos como marcadores na avaliagao da infusdo de espécies de Maytenus e
seus adulterantes (LEITE et al.; 2001).

As raizes da M. ilicifolia sdo uma importante fonte de metabdlitos especiais,
destacando-se os triterpenos quinonametideos e os alcaldides piridinicos
sesquiterpénicos, os quais sao considerados marcadores quimiotaxondmicos da
familia Celastraceae (CORSINO et al.; 1998; LIAO et al.; 2003).

Essas duas classes de metabdlitos secundarios exibem um amplo espectro
de atividades bioldgicas. Os triterpenos quinonametideos, pristimerina e maitenina,
apresentam atividades antioxidantes (CORSINO et al.; 2003; CARVALHO et al;
2005; SANTOS et al.; 2010), antibiotica (MOUJIR et al.; 1990) e antiproliferativa
(COSTA et al.; 2008), enquanto os alcaldides piridinicos sesquiterpénicos
apresentam atividade citotéxica (RODRIGUES et al.; 2005) e anti-HIV (DUAN et al.;

2000).
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1.3 CLAE e técnicas hifenadas — descricdo da importancia da técnica e

vantagens das técnicas hifenadas

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com detec¢c&o no UV é uma
das técnicas analiticas mais versateis, pois permite a separagao de uma classe de
composto, bem como sua deteccdo. Devido a essas caracteristicas, bem como o
desenvolvimento de varias fases estacionarias com o passar dos anos, tornou a
técnica amplamente disseminada e aceita. A técnica tem inumeras utilizagdes em
varias areas, que vao desde a medicina diagnostica até o descobrimento de novos
farmacos (FARIA et al.; 2009; HIMMELSBACH; 2012).

A forma mais tradicionalmente utilizada da CLAE é a cromatografia em fase
reversa, onde a fase estacionaria apresenta menor polaridade que a fase moével.
Essa forma de trabalho consiste por aproximadamente 85% das aplicagbes
encontradas para a técnica (FARIA et al.;2009).

Uma fase reversa apolar consiste geralmente de moléculas organicas ligadas
a um atomo de silicio, como exemplo o octadecilsilano. Porém a ligagao de outros
componentes a silica, como metais e outros polimeros, conferem especificidades
especificas, permitindo uma extraordinaria gama de aplicagdes (FARIA et al.; 2009).

Um segundo elemento importante para um sistema de CLAE, além da
determinacao de fases, seria a selegdo de uma técnica de detecgao. Os detectores
mais usuais encontrados sao espectrofotometros, onde se destacam os que
apresentem faixa de trabalho na regidao do UV e também do UV — Visivel, sendo o
detector de arranjo de diodos (DAD) um exemplo desse ultimo modelo (MALVIYA et

al.; 2010).
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Os detectores espectrofotométricos conferem a capacidade de deteccédo de
varias substéancias, principalmente se tratando do DAD que permite até mesmo a
determinagcdo de algumas classes de compostos pelo espectro de absorgao
especifico. Esses detectores também permitem a capacidade de quantificagao dos
compostos separados e detectados (MALVIYA et al.; 2010).

Apesar dessas caracteristicas, detectores espectofotométricos ndo permitem
a determinacdo de uma substancia especifica desconhecida em uma mistura, com
grau de confiabilidade aceitavel. Para resolver essa questdo, a técnica CLAE foi
conjugada a outras ferramentas de determinacgao estrutural, como o espectrémetro
de massas e aparelhos de ressonancia magnética nuclear, gerando a CLAE-EM e
CLAE-RMN, criando assim as chamadas técnicas hifenadas (LACOURSE; 2002).

A vantagem dessas técnicas consiste na separacdo de uma mistura de
substancias desconhecidas, por CLAE, e apds a separagao a determinagao de cada
composto da mistura, abrindo assim um vasto campo para aplicacdo nas mais
diversas areas (Ll et al.; 2011.)

No referido trabalho pretendeu-se desenvolver um método cromatografico que
revele de maneira representativa, o perfil cromatografico dos principais metabdlitos
especiais presentes nas raizes de M. ilicifolia e fornecer subsidios preliminares para

futuros estudos de quantificacao.

2. OBJETIVOS

¢ Identificar e isolar os principais metabdlitos principais presentes nas raizes de

Maytenus ilicifolia e;
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¢ Otimizar condi¢gbes cromatograficas, utilizando a cromatografia liquida de alta
eficiéncia para analise simultdnea dos triterpenos quinonametideos e

alcaloides piridinicos sesquiterpénicos.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Material vegetal

As plantas de Maytenus ilicifolia foram previamente coletadas na fazenda
experimental da UNAERP (Universidade de Ribeirdo Preto), Campus de Ribeirao
Preto e foram mantidas em casa de vegetagcdo no Instituto de Quimica de
Araraquara. A identificagdo botanica foi realizada pela Profa. Dra. Rita Maria de
Carvalho do Instituto de Biociéncias da Universidade Estadual de Campinas. Os

exemplares estao depositados no herbario da UNICAMP (HPM-BR 0059).

3.2 Solventes utilizados

Os solventes utilizados nos processos de extragdo foram das marcas
Mallinckrodt e Merck P. A.

Para as separacgdes por CLAE utilizou-se (metanol) de grau CLAE e marca J.
T. Baker®. A agua ultra pura empregada foi obtida via osmose reversa em aparelho

Millipore.
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3.3 Cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC)

Esta técnica foi empregada na analise comparativa da particdo DCM e das
fragdes obtidas no decorrer do fracionamento cromatografico do extrato das cascas
das raizes da planta adulta de Maytenus ilicifolia.

As cromatoplacas foram preparadas aplicando-se uma suspensao de silica
gel 60 PF54, com indicador de fluorescéncia em agua destilada, na proporgéo de 1:2
(m:v) sobre placas de vidro, obtendo-se 25 mm de espessura de adsorvente através
da utilizagdo de espalhador Quickfitt®. Apds a preparacdo das cromatoplacas, estas
foram ativadas em estufa por 30 minutos.

Revelacdo das cromatoplacas: cada cromatoplaca foi revelada por meio
de um ou mais dos métodos fisicos e quimicos descritos abaixo:

(A) Inspegao em luz ultravioleta: as cromatoplacas foram expostas a luz
ultravioleta, nos comprimentos de onda de 254 e 366 nm.

(B) Solugdo de anisaldeido: aproximadamente 5,0 mL de solugdo de
anisaldeido (0,5 mL de anisaldeido + 10,0 mL de &cido sulfurico concentrado + 85,0
mL de MeOH) foi preparada com a adigdo dos reagentes em banho de gelo. Tal
solucéo foi acondicionada em vidro &mbar e armazenada a 8 °C.

Para a revelacdo de cromatoplacas, borrifaram-se pequenas aliquotas e
entdo, estas foram colocadas em estufas a 120 °C.

(C) Revelador de Dragendorff (revelacdo de substancias nitrogenadas
gerais)

Solugao A: foi preparada por simples solubilizagdo do sal em meio aquoso
acido (0,85 g de subnitrato de bismuto + 10,0 mL de HOAc + 40,0 mL de agua

destilada);
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Solugéo B: 8,0 g de iodeto de bismuto dissolvido em 20,0 mL de agua.
Para a preparagao do revelador de Dragendorff, tomou-se do estoque, 5,0

mL da solug&o A e misturou-se a 20,0 mL da solucéo B.

3.4 Tratamento das amostras para analises por CLAE

Foram pesados 10 mg de amostra de interesse e dissolveu-se em 1 mL de
MeOH:H,O (95:5). Essa amostra foi entdo eluida em uma coluna de
aproximadamente 1,0 cm de didametro, contendo aproximadamente 3 cm de fase
estacionaria (LiChroprep RP-18, 25-40 um, Merck). A coluna foi ambientada com
MeOH:H,0 (95:5) e logo em seguida a amostra foi aplicada, sendo entao eluida com
0s seguintes sistemas de solventes: 4,0 mL de MeOH:H,0 (95:5), 5,0 mL de MeOH
e 5,0 mL de DCM, tendo-se desta forma 3 fracbes. A uma aliquota de 0,5 mL da
fragdo MeOH:H,0 (95:5) adicionou-se 1,0 mL de MeOH:H,O (9:1). Essa solugao foi

fitrada em membrana de 0,45 um e em seguida analisada por CLAE.

3.5 Equipamentos utilizados nas analises das amostras por CLAE

Nas analises dos extratos, fragdes de particdo e substancias puras por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia foram utilizadas os seguintes cromatografos

analiticos:

e cromatégrafo sistema quaternario VarianPro Star, modelo 240, detector UV-
Vis com arranjo de diodos (DAD), modelo 330, auto injetor Varian Pro Star,

modelo 410; coluna Phenomenex®Gemini C1g 5um (250 x 4,6 mm).
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e cromatégrafo sistema ternario Shimadzu, modelo LC-10 AD, controlador CBM
10 A, detector UV-Vis com arranjo de diodos (DAD), modelo SPD- M 10 AVP,

coluna Phenomenex®Gemini C1g 5um (250 x 4,6 mm).

Nas anadlises por cromatografia liquida de alta eficiéncia em escala
preparativa foi utilizado o cromatégrafo preparativo ternario Varian Star
Dynamax, modelo 320, detector UV-Vis; coluna Phenomenex® C4s 10um (250

x 21,2 mm).

3.6 Métodos espectrométricos

(A) Para a identificagdo das substancias isoladas foram utlizados padrdes
auténticos de alcaldides piridinicos sesquiterpénicos e triterpenos quinonametideos
isolados pela Dra. Vania Ap. F. F. M. Santos. Na elucidacdo estrutural, foram
empregadas as técnicas de Ressonéncia Magnética Nuclear mono e bidimensional.
Os espectros de RMN foram obtidos em um espectrometro Varian INOVA 500®,
operando a 500 MHz na frequéncia do hidrogénio e em 125 MHz na frequéncia do
carbono. O padrao interno utilizado como referéncia foi tetrametilsilano (TMS) e os
solventes deuterados CDCI3; e CD3;0D das marcas Aldrich e Merck.

(B) Os espectros de massas de baixa e alta resolugdo foram obtidos em um
espectrometro Modelo ultrOTOFq — ESI-TOF Mass Spectrometer (Bruker), no modo

positivo.
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4. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1 Andlise das cascas das raizes da planta adulta de Maytenus ilicifolia
O estudo fitoquimico das cascas das raizes da planta adulta de Maytenus
ilicifolia foi realizado tendo como obijetivo principal a identificagdo e o isolamento dos

principais metabdlitos especiais.

4.2 Preparacdo do extrato das cascas das raizes da planta adulta de M.

ilicifolia

As cascas das raizes coletadas foram primeiramente secas em estufa a 40° C
e, em seguida, o material seco foi particularizado por trituragdo em moinho de facas.
Foram obtidos 671 g de material vegetal seco.

O material obtido foi submetido a extragdo por maceragdo com etanol (EtOH),
sendo realizadas 3 extragcbes consecutivas. Posteriormente, o extrato EtOH foi
filtrado e o solvente removido por meio de rotaevaporador. O extrato seco obtido foi
entdo submetido a particao liquido-liquido com: hexano (Hex), hexano e acetato de
etila (AcOEt) na proporgéo 4:1, e diclorometano (DCM). Foram utilizados 100 mL de
solvente e realizadas 3 extragbes consecutivas. Como resultado obteve-se as
fragbes Hex (4,7g), HA (4,7g), DCM (12,6g) e hidroalcodlica (125,2g). O esquema

das etapas descritas sdo apresentadas no esquema 1 pagina 26.
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Cascas das raizes
(671 g)

Extracdo com EtOH (3 x 1L)
(maceracéo)

Extrato EtOH
(159,29)

Solugdo MeOH:H,0
(4:1)

Extragdo com Hex (3 x 100mL)

Fragcéo hexéanica Fase hidroalcodlica
(4,79)
Extracdo Hex:AcOEt (4:1)
(3 x100mL)
Fase Fracdo HA
hidroalcoolica (4,79)
Extracdo DCM (3 x 100mL)
Fracdo DCM Fragéo hidroalcodlica
(12,69) (125,29)

Esquema 1- Particao liquido-liquido do extrato etandlico das cascas das raizes da planta adulta de Maytenus

ilicifolia.
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4.3 Fracionamento cromatogréfico da fracdo DCM das cascas das raizes

da planta adulta de M. ilicifolia

As fragbes obtidas a partir da particdo liquido-liquido, fragbes: HA (4,79),
DCM (12,6g) e hidroalcodlica (125,2g) foram analisadas por CLAE-DAD no modo
gradiente, onde os cromatogramas gerados foram analisados nos comprimentos de
onda de 231 e 420 nm, caracteristico dos alcalbides piridinicos sesquiterpénicos e
dos triterpenos quinonametideos, respectivamente. Apds analise por CLAE foi
selecionado para posterior fracionamento, a fragdo de particado DCM, a qual
evidenciou bandas caracteristicas dos alcal6ides piridinicos sesquiterpénicos
corroboradas pelo maximo de absorgdo em 231 nm.

Assim, dos 12,6g da fracdo DCM, 10,0g foram submetidos a fracionamento
em cromatografia de coluna (CC) a pressao reduzida, em fase reversa, onde silica
C18 foi utilizada como fase estacionaria. Foi utilizada uma coluna de 20 x 4,5 cm,
empregando como suporte silica Cqg com pastilha de carvdo (2 cm). Como
solventes foram utilizados agua e metanol (MeOH), em ordem decrescente de
polaridade, resultando um total de 36 fracdes de 200 mL cada, conforme o esquema

2 pagina 28.



Fracdo DCM
m=10,00g

Coluna sob p

ressao reduzida
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32 Fracoes
MeOH e MeOH e MeOH e MeOH e MeOH e MeOH
H,O H,O H,O H,O H.O 100%
(5:5) (6:4) (7:3) (8:2) (9:1)
2 Fraces 4 Fracles 14 Fracdes 7 Fracdes 4 Fragbes 1 Fragao

Esquema 2- Fracionamento cromatografico da fracgdo DCM das cascas das raizes da planta adulta de Maytenus

Todas as fragdes foram secas em evaporador rotativo e submetidas a

analise preliminar por meio da técnica de cromatografia em camada delgada

comparativa (CCDC), empregando diferentes sistemas de solventes e como

reveladores, o anisaldeido e o reagente de Dragendorff.

Das 14 fragbes coletadas (M70.1 — M70.14) quando eluidas com 70 % de

MeOH, as subfragdes (M70.2 — M70.5) apresentaram afinidade pelo reagente

Dragendorff, quando analisadas através de CCDC empregando como sistema de

solventes Hex:AcOEt, na proporcédo de 1:4. Esta analise preliminar permitiu inferir a

presenca de substancias nitrogenadas.
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No entanto, ndo foi verificada diferencga significativa no Rf em CCDC dessas
subfragdes. Sendo assim, essas subfracdes foram analisadas por CLAE-DAD no
modo gradiente e posteriormente no modo isocratico. Essa analise teve como
objetivo estabelecer condigdes isocraticas com o intuito de fraciona-las e purifica-las.

A subfracdo M70.5 foi submetida a CLAE-UV preparativa (condigcbes: coluna
Phenomenex® Cg 10 pm (250 x 21,2 mm); eluente ACN:H,O (11:9); vazdo de 16 mL
min™'; tempo de andlise de 60 min e A= 254 nm) e resultou na coleta de 6 fragdes.
Essas foram submetidos a analise por CLAE-DAD e a substancia referente a fracao
5 apresentou-se pura e esta foi denominada de substancia 1.

A subfragdo M70.2 foi submetida a CLAE-UV preparativa (condi¢des: coluna
Phenomenex® Cg 10 um (250 x 21,2 mm); eluente ACN:H0 (3:2); vazdo de 15 mL
min”'; tempo de andlise de 30 min e A= 254 nm). Foram coletadas 2 fracdes, as
quais foram analisadas por CLAE-DAD, sendo que a fragdo 2 apresentou-se pura,

esta foi denominada de substancia 2.

4.4  Anédlise das raizes da planta jovem de Maytenus ilicifolia

O estudo fitoquimico das raizes da planta jovem de M. ilicifolia foi realizado

com o objetivo de identificar e isolar outros metabdlitos especiais descritos na

literatura e considerados marcadores quimiotaxonémicos da familia em estudo.
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4.5 Preparacédo e fracionamento do extrato das raizes da planta jovem de M.

ilicifolia

O estudo fitoquimico das cascas das raizes da planta adulta de M. ilicifolia
apresentou como metabdlito majoritario, os alcaldides piridinicos sesquiterpénicos.
Posteriormente, a analise por CLAE-DAD do extrato das raizes da planta jovem (3
anos) mostrou o acumulo dos triterpenos quinonametideos como metabdlito
majoritario, sendo este selecionado para o isolamento desta classe de substancia.

As raizes foram congeladas em N liquido, trituradas utilizando gral e pistilo,
e como solvente extrator foi utilizado o DCM.

Posteriormente, o extrato DCM foi filtrado e evaporado obtendo-se 4,90 g de
extrato, o fracionamento encontra-se descrito no esquema 3 pagina 31.

Aliguotas do extrato foram fracionadas por CCDP empregando como sistema
de solventes Hex:AcOEt na proporgao de 7:3. Estas placas foram eluidas trés vezes.
As 5 fragbes coletadas foram submetidas a extragcdo em ultrassom utilizando o
MeOH:AcOEt na proporcao de 9:1, filtradas a vacuo e concentradas.

Apos analise e determinagao da condicdo cromatografica no modo isocratico
por CLAE-DAD das fragdes coletadas, duas (F2 e F3) foram selecionadas para
serem submetidas a purificacao.

A fragao F2 (280,0 mg) foi submetida & purificagdo por CLAE-UV preparativa
(condigdo: coluna Phenomenex® Cyg, 10 um (250 x 21,2 mm); eluente: MeOH: H,O (
9:1); vazao 10 mL. min”', tempo de andlise: 40 min e A = 254 nm). A purificagao
resultou na coleta de 6 fragbes das quais a fragao F2.5 (59,0 mg), apds analise por

CLAE-DAD apresentou-se pura. Esta foi denominada de substancia 3.
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A fragdo F3 (240,0 mg) também foi submetida a analise por CLAE-UV
preparativa (Condicdo: coluna Phenomenex® Cig, 10pm (250x21,2 mm); eluente:
MeOH: H,O (4:1); vazdo 12 mL. min™", tempo de analise: 30 min e A = 254 nm) e
foram coletadas 5 fragdes. Foi observado por CLAE-DAD que a fracéo coletada F3.5
apresentava algumas impurezas, sendo assim, esta foi submetida a repurificacéo

obtendo-se a substancia 4.

Extrato DCM

m=4,90¢g
CCDP
F1 F2 F3 F4 F5
280,00 mg 240,00 mg
CLAE-UV- preparativa V- ;
R i e
Substancia 3 Substancia 4
59 mg 30 mg

Esquema 3 - Isolamento e purificacdo dos triterpenos quinonametideos da planta jovem de Maytenus
ilicifolia.

4.6 Otimizacao das condi¢fes cromatograficas

A analise do perfil cromatografico das cascas das raizes da planta adulta por

CLAE-DAD levou a identificacdo de alcaldides piridinicos sesquiterpénicos. No

entanto, a andlise por CLAE-DAD das raizes da planta jovem mostraram como
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metabdlitos majoritarios os triterpenos quinonametideos e como metabdlitos
minoritarios os alcaldides piridinicos sesquiterpénicos.

Diante deste fato, decidiu-se otimizar as condigdes cromatograficas, visando a
obtencdo de um cromatograma onde fosse possivel observar as duas classes de
metabdlitos principais com uma boa resolucdo dos picos e em uma etapa futura
quantificar simultaneamente esses dois marcadores quimiotaxonémicos da familia
Celastraceae.

Utilizou-se de uma rampa cromatografica compilada na figura 1, p. 32 Iniciou-
se com 70% de MeOH (até 10 min — eluigao isocratica) passando para 100% de
MeOH (em 20 min — eluicdo gradiente). Essa analise proporcionou a melhor

resolugao dos constituintes dos extratos.

MeOH 0 og

100
] - 100.0
f";f I
75— i [
. T L7510
_—___-"
S0~ -

] [ 50.0
= 250
e 0 N S s L S S e S S S e S e e LR

0 10 20 30 4 50 a0

Figura 1 — Condigao cromatografica em rampa gradiente
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Andlise por CLAE-DAD e purificagdo dos constituintes das cascas das

raizes da planta adulta de M. ilicifolia

Com o intuito de investigar o perfil cromatografico das cascas das raizes da
planta adulta de M. ilicifolia para posterior identificacdo e isolamento dos principais
metabdlitos especiais, o extrato etandlico, a fracédo de particdo DCM e HA foram
analisados por CLAE-DAD. Essa analise permitiu identificar picos majoritarios
referentes exclusivamente a classe dos alcaldides piridinicos sesquiterpénicos,
corroborados esses pela absor¢gao no UV em 231 nm. A figura 2 p. 34, demonstra o
espectro de absorgao no UV caracteristico dos alcaloides piridinicos sesquiterpinicos
e dos triterpenos quinonametideos.

Os cromatogramas referentes ao extrato etandlico e as fragbes de particdo
DCM e HA analisados em A= 231 nm sao apresentados nas figuras 3-4, p. 35-37.

Os cromatogramas analisados por CLAE-DAD em A= 420 nm (figuras 3-5, p.
18-20) ndo mostraram a presenga bandas no UV, referente a classe dos triterpenos

quinonametideos.
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Figura 2 — (A) Espectro de absorgao maxima no UV dos alcaloides piridinicos sesquiterpénicos, (B)

espectro de absorcdo maxima dos triterpenos quinonametideos
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Apos fracionamento utilizando cromatografia de coluna (CC) a pressédo
reduzida, foram realizadas analises das fragdes obtidas apds o fracionamento da
fracao DCM por CLAE-DAD. Apds essa analise, foram selecionadas para posterior
purificacao as fragées denominadas M70.2 e M70.5, respectivamente. Essas fracdes
foram selecionadas por apresentarem picos majoritarios com bandas de absorcao
no UV referentes a classe dos alcalbides piridinicos sesquiterpénicos, isto €, A = 231
nm, e por apresentarem tempos de retengdes distintos.

Os cromatogramas das fragbes selecionadas sdo mostrados nas figuras 6 e

7, p.38- 39 respectivamente.
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Figura 6: (A) Cromatograma do extrato EtOH, (B) fracdo de particdo DCM, (C) fragdo M70.2 das cascas das
raizes da planta adulta de M. ilicifolia, por CLAE-DAD no modo gradiente em A = 231 nm.
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Figura 7: (A) Cromatograma do extrato EtOH, (B) fracao de particdo DCM, (C) fracdo M70.5 das cascas das
raizes da planta adulta de M. ilicifolia, por CLAE-DAD no modo gradiente em A = 231 nm.

Visando o isolamento e purificacdo desses alcalbdides, essas fragbes foram
submetidas & CLAE-UV preparativa, para isso foram estabelecidas as condi¢des
isocraticas.

A subfracdo M70.2, figura 8, p. 40, foi submetida a CLAE-UV preparativa
(condicdes: coluna Phenomenex® Cig 10 um (250 x 21,2 mm); eluente ACN:H,O
(3:2); vazdo de 15 mL min™"; tempo de analise de 30 min e A= 254 nm). Foram
coletadas 2 fracdes, as quais foram analisadas por CLAE-DAD, sendo que a fragao

2 apresentou-se pura, esta foi denominada substancia 2.
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Figura 8 :Fracdo M70.2. Condic&o: coluna Phenomenex® Cg 10 pm (250 x 21,2 mm) modo isocratico,
ACN:H,O (3:2), vazao: 10 mL.min”, A =254 nm, tempo de analise 30 minutos.

A purificacdo da subfragdo M70.5 em escala preparativa levou a coleta de 6
fragbes, as quais foram nomeadas de M705.1 — M705.6, respectivamente. Essas

fragGes encontram-se indicadas no cromatograma presente na figura 9 p. 41.
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Figura 9: Fracdo M70.5. Condic&o: coluna Phenomenex® Cg 10 pm (250 x 21,2 mm) modo isocratico,

ACN:H,0 (7:3), vazao: 10 mL.min™", A = 254 nm, tempo de analise 20 minutos

Posteriormente, essas foram analisadas por CLAE-DAD visando a verificagao
da pureza das fragdes coletadas. O sistema de solventes foi substituido na tentativa
de comprovar a pureza dos picos recolhidos, onde a condi¢cao otimizada foi o
sistema MeOH: H,0 (3:1) em modo isocratico, 1mL.min™", & = 254 ¢ 231 nm, tempo
de analise 20 minutos.

Os cromatogramas das demais subfragbes, M70.5.4 - M70.5.6, sao
apresentados na figura 10, p. 43 nos comprimentos de onda 254 e 231nm.

O comprimento de onda 254 nm foi escolhido para uma melhor verificacdo da
pureza das fragdes, pois grande parte dos metabdlitos especiais, e outras classes de
substancias, apresentam absor¢cédo nesse comprimento de onda, sendo assim

melhores evidenciadas nesse comprimento de onda se presentes.
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Assim sendo, pode-se observar nos cromatogramas, figura 10, p. 43, que
dentre as subfragdes analisadas, aquela que apresentou maior grau de pureza, onde
para a determinagdo de pureza as amostras foram aplicadas na concentracao 1
mg/mL e analisadas nos comprimentos de onda 231 e 254 nm, foi a fragdo M70.5.5

a qual foi nomeada de substancia 1.
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Figura 10: (A) Fragdo M70.5.4, (B) Fragdo M70.5.5, (C) Fragdo M70.5.6. Condigao: coluna
Phenomenex®Gemini C1g 5 pm (250 x 4,6 mm), modo isocratico MeOH: H,O (3:1), vazao: 1 mL.min™, % =254
nm e A = 231 nm, tempo de analise 20 minutos.
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5.2 Analise por CLAE-DAD e purificacdo dos constituintes das raizes da planta

jovem de M. ilicifolia

A analise por CLAE-DAD do extrato etandlico e da fracdo de particao DCM
das cascas das raizes da planta adulta evidenciaram como metabdlito exclusivo e
majoritario os alcaldides piridinicos sesquiterpénicos. Visando averiguar o perfil
cromatografico das raizes da planta jovem de M. ilicifolia (2 anos) e identificar outros
marcadores quimiotaxonémicos da familia, foi realizada a analise por CLAE-DAD do
extrato DCM da planta jovem de M. ilicifolia,

A partir da analise do cromatograma do extrato DCM foi possivel observar
dois picos majoritarios apresentando bandas com absor¢do maxima no espectro de
UV, caracteristicas dos triterpenos quinonametideos corroboradas pelo maximo de
absor¢cao em 420 nm. O cromatograma do extrato DCM das raizes da planta jovem,
assim como as bandas de absorcdo maxima referente aos ftriterpenos

quinonametideos € apresentada na figura 11, p. 45.
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Figura 11: Cromatograma do extrato DCM das raizes da planta jovem de M. ilicifolia. Condig&o: coluna
Phenomenex®Gemini C1g 5 pum (250 x 4,6 mm), modo isocratico ACN: H,O (85:15), vazao: 1 mL.min”", A =254 nme
tempo de analise 20 minutos.

Apés identificagdo dos triterpenos quinonametideos, o extrato DCM das
raizes da planta jovem de M. ilicifolia foi submetido ao fracionamento por CDCC.
Foram coletadas 6 fragbes, sendo todas submetidas a analise por CLAE-DAD. Essa
analise teve como objetivo isolar e identificar as fracdes ricas no metabdlito de
interesse.

Nas figuras 12-17, p. 46-51 sédo apresentados os cromatogramas referentes

as 6 fragdes coletadas apés analise por CLAE-DAD.
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As fragdes F1- F3 foram analisadas por CLAE-DAD, modo isocratico, sistema
MeOH:H,0O (4:1), coluna Phenomenex Gemini C4g 10 ym (250 x 4,6mm), vaz&o de
1mL.min™", A = 254 e 420 nm, 60 minutos de analise. O comprimento de onda 254
nm foi selecionado por permitir um melhor acompanhamento da pureza das fragbes
e o comprimento de onda 420 nm, por ser caracteristico dos triterpenos
quinonametideos.

A fragdo F1 nao apresentou resultados significativos nessa analise, como

monstrado na figura 12, p. 46.
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Figura 12 : Fragdo F1. Condigao: coluna Phenomenex®Gemini Cg 5 ym (250 x 4,6 mm), modo
isocratico MeOH: H,O (4:1), vazao: 1 mL.min'1, A =254 nm, tempo de analise 60 minutos

Na figura 13, p. 47 € mostrado o cromatograma referente a fracao F2 onde foi
possivel observar um pico majoritario eluindo com tempo de retencédo de 31,2
minutos € um pico minoritario eluindo com tempo de retengcdo 20,7 minutos. Ambos,
picos apresentaram bandas de absor¢cdo maxima no UV caracteristicos dos

triterpenos quinonametideos, corroborado pelo maximo de absorgdo em 420 nm.
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Diante dessa anadlise e da aparente pureza mostrada por essa fracao, esta foi

escolhida para ser submetida a purificacdo em escala preparativa.
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Figura 13 : Fragdo F2. Condig&o: coluna Phenomenex®Gemini C4s 5 ym (250 x 4,6 mm),
modo isocratico MeOH: H,0 (4: 1), vazao: 1 mL.min™", A = 254 nm, tempo de analise 60
minutos.

No cromatograma referente a fracao F3, apresentado na figura 14, p. 48
observou-se um pico majoritario com tempo de retengdo de 8 minutos e de uma
substéancia co-eluindo com tempo de retengao proximo ao pico majoritario.

As bandas de absor¢ao maxima no UV apresentadas pelo pico majoritario e
pela substancia em co-eluigdo apresentaram bandas caracteristicas dos triterpenos
quinonametideos. Visando a obteng¢ao da substancia majoritaria com grau de pureza

satisfatorio, a fracdo F3 foi selecionada para ser submetida a purificagao por CLAE-

UV preparativa.
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Figura 14 : Fragao F3. Condigao: coluna Phenomenex®Gemini C1g 5 pMm (250 x 4,6 mm).

modo isocratico MeOH: H,0 (4:1), vazao: 1mL.min”, & = 254 nm, tempo de analise 60

minutos
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Nos cromatogramas, figuras 15 e 16, sdo apresentados os cromatogramas

das fragdes F4 e F5. Na tentativa de definir uma boa condi¢do cromatografica, a

condicdo dessas diferem da condicdo das fragdes anteriores. As condigdes

cromatograficas otimizadas estabelecidas encontram-se abaixo dos cromatogramas

apresentados a seguir.

Na analise do cromatograma da fracdo F4, figura 15 pagina 49, foi possivel

observar um pico minoritario com tempo de retencdo de aproximadamente 13

minutos e um pico majoritario apolar quando comparado ao anterior, com tempo de

retencao de 17 minutos. Também foi possivel observar bandas de absor¢ao maxima

caracteristicas dos triterpenos quinonametideos.



[io6.a4

Baseline at 12.667 min _PuP = 293.18 nm

804.72

| @

3004

250

150

Within at 17.493 min_PuP = 305.81 nm

:
1\ / \\

804.72)

49

- \ /
100 \
501 \
o
F— — ——
200 7300 7400 T K T T !
n

i I}u I-’..l ¥

Figura 15 : Fragdo F4. Condigao: Phenomenex®Gemini C1g 5 um (250 x 4,6 mm), modo isocratico
MeOH: H,0 (3:1) vazao: 1 mL.min”, A =254 nm, tempo de analise 60 minutos.
A partir da analise do cromatograma da fracdo F5, figura 16, p. 50, foi
possivel observar 3 picos com tempo de retencédo de 15, 18 e 23 minutos,
respectivamente. Apesar de ambos apresentarem banda de absor¢do maxima em

420 nm, a concentragao deles e a massa para purificacdo em escala preparativa foi

inviavel.
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Figura 16: Fragao F5. Condicdo:coluna Phenomenex®Gemini Cq5 5 um (250 x 4,6 mm), modo
isocratico MeOH: H,0 (3:1) vazéo 1 mL.min™", & = 254 nm, tempo de analise 60 minutos

Na figura 17, p. 51 é apresentado o cromatograma dafragdo F6, sob as
mesmas condi¢cdes experimentais apresentadas para as fragées F1-F3. Essa fracao
por ser a mais polar com relagcao a 5 fracdes anteriores, apresenta no cromatograma
das substancias eluindo muito proximos, com baixo sinal de resposta e com
absorcdo maxima em 420 nm. No entanto, quando analisado no comprimento de
onda de 231 nm é possivel observar um pico majoritario com uma banda com
maximo de absor¢cdo no UV caracteristico dos alcaldides piridinicos
sesquiterpénicos.

Vale ressaltar que a analise das cascas das raizes da planta adulta
apresentou como metabdlito majoritario e exclusivo os alcaldides piridinicos

sesquiterpénicos. Ja o estudo fitoquimico utilizando raizes da planta jovem permitiu
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identificar os triterpenos quinonametideos como metabdlito majoritario e os

alcaldides piridinicos sesquiterpénicos. Essa analise permite inferir que o acumulo

dessas duas classes de metabdlitos secundarios é dependente do ciclo de vida da

planta, tornando-se atrativos estudos posteriores do ciclo circadiano de acumulo da

M. ilicifolia.
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Figura 17 : Fragéo F6. Condigdo:coluna Phenomenex®Gemini Cg 5 um (250 x 4,6 mm), modo
isocratico MeOH: H,0 (4:1) vazéo: 1mL.min'1, A =254 nm, tempo de analise 60 minutos.

ApOs analise criteriosa das fragdes obtidas das raizes da planta jovem de M.

ilicifolia, foram selecionadas para serem submetidas a purificacdo as fracbes F2 e

F3. Essas fracbes foram selecionadas devido as suas massas, sinal de resposta

indicando quantidades apreciaveis dos compostos de

interesse,

condicbes

cromatograficas favoraveis e principalmente por apresentarem como metabdlito

majoritario os triterpenos quinonametideos.
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No cromatograma apresentado na figura 18, p. 52 da fracdo F2 esta indicado
as subfracbes coletadas e logo abaixo a condi¢gdo cromatografica estabelecida. A
partir do cromatograma foram coletadas 6 subfragdes, sendo o pico majoritario e de
interesse fracionado para assegurar a obtengdo de subfragdes com maior grau de
pureza. Ao se fracionar o pico maijoritario garante-se que eventuais substancias que
estejam co-eluindo na base do pico marjoritario, ndo sejam encontradas nas
subfragdes coletadas mais proximas ao apice. O mesmo vale para substancias que
possam co-eluir na descida da banda, evitando a contaminacdo das subfracoes

anteriores.
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Figura 18: Fragao F2. Condigao: coluna Phenomenex® Cys 10 Mm (250 x 21,2 mm), modo
isocratico MeOH:H,O (9:1),vazdo: 12 mL.min™" , A = 254 nm, tempo de andlise 40 minutos.

Apos analise por CLAE-DAD das subfragbes coletadas, a subfracdo F2.5

apresentou-se pura e foi denominada de substancia 3.
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Na figura 19, p. 53 €& apresentado o cromatograma da fragcdo F3, neste
encontram-se indicado as 6 subfragdes coletas das quais o pico majoritario foi mais
de uma vez fracionado com o intuito de recolhimento e obtengdo da fragdo de
interesse com grau de pureza. Abaixo do cromatograma encontra-se a condigao

cromatografica otimizada para a purificagcdo da mesma.
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Figura 19: Fragao F3. Condig&o: coluna Phenomenex® Cy5 10 ym (250 x 21,2 mm) modo isocratico
MeOH:H,0 (4:1),vazéo: 12 mL.min™, A =254 nm , tempo de analise 30 minutos

Posteriormente a analise por CLAE-UV preparativa, todas as subfracoes
obtidas foram analisadas por CLAE-DAD com o intuito de verificar a pureza dos
picos isolados, sendo sempre monitorada em dois comprimentos de onda, 254 e 420
nm. Apoés analise verificou-se que a subfragdo F3.5 encontra-se pura e foi designada

como substancia 4.



5.3 Substancias Isoladas
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aquifoliunina E-I

Classe: Alcaldide Piridinico Sesquiterpénico
Procedimento: raiz da planta adulta M. ilicifolia
Isolamento: p. 29

Identificacao: p. 56

maiteina

Classe: Alcaldide Piridinico Sesquiterpénico
Procedimento: raiz da planta adulta M. ilicifolia
Isolamento: p. 29

Identificacao: p. 59

pristimerina

Classe: Triterpeno Quinonametideo
Procedimento: raiz da planta jovem M. ilicifolia
isolamento: p. 31

identificacao: p. 62
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maitenina

Classe: Triterpeno Quinonametideo
procedimento: raiz da planta jovem M. ilicifolia
isolamento: p. 31

identificagao: p. 60

5.4 Caracterizacao espectrométrica das substancias isoladas

5.4.1 Caracterizacao espectrométrica da aquifoliunina E-I (substancia 1)

OAC

Figura 20 — aquifoliunina E-l (substancia 1)

A identificagdo dos alcaldides piridinicos sesquiterpénicos por
espectrometria de massas foram realizadas tomando como base os padrbes de
fragmentacdes desta classe de metabdlito. A substdncia 1 figura 21, p. 56,
apresenta férmula molecular C43H49NO1s , definida pelo espectro de massas, o qual

apresentou pico da molécula protonada em m/z 868, 30 M+1".
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Figura 21: Espectro de massas da aquifoliunina E-I (substancia 1).

Segundo RODRIGUES-FILHO et al.; 2001, o estudo de fragmentagcéo dos
alcaldides piridinicos sesquiterpénicos gera a formagao de ions na regidao de m/z
550 do espectro. Esses ions sdo gerados devido a perda de fragmentos nao
carregados como OAc (60 Da), CH,O, (46 Da), CO, (44 Da), C,H20 (42 Da), CO (28
Da), geralmente presentes nas estruturas dos alcaldides piridinicos
sesquiterpénicos.

O fato acima pode ser confirmado pelo estudo do padrao de fragmentagao

do ion m/z 850,3, gerado pela fragmentag¢ao do ion molecular m/z 868, 30.
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Figura 22: Espectro de massas da substancia 1.
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Conforme mostrado na figura 23, p. 57, o ion m/z 850,3 da origem a um ion
m/z 790,2 onde esse € gerado pela perda de uma unidade OAc (60 Da). Em seguida
vemos um ion de m/z 790,2, gerado pela perda de uma unidade C,H,0O (42 Da),
considerando o ion parental nesse caso o m/z 748,2, e por ultimo a unidade de m/z
748,2 perde mais unidade ACOH (60 Da) gerando o ion m/z 688,1.

Os ions observados para a substancia 1 estam de acordo com o padrao de
fragmentagcdo encontrado para os alcaldides piridinicos sesquiterpénicos,
corroborando o padrao de fragmentagéo proposto por RODRIGUES-FILHO et al.;

2001.
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Figura 23: Espectro de fragmentag¢ao do ion m/z 850,3, onde é demonstrado o padrao de fragmentacao de
RODRIGUES-FILHO et al.; 2001.

Baseado na estrutura da aquifoliunina E-I foi proposto um padrdao de
fragmentacao, baseando-se nas informacgdées de RODRIGUES-FILHO et al.; 2001, o
qual é apresentado na figura 24, p. 58.

Com a exposicao a energia, o grupo acetato (OAc, 60 Da) ligado a posicao 6
abandona a estrutura da aquifoliunina E-I, onde ocorre o ataque do par de elétrons

do oxigénio do grupo OAc ao hidrogénio da posi¢cédo 7. Com isso o composto se
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estabiliza, ao par eletrdnico do hidrogénio atacado e estabelece uma insaturagédo na
ligagéo entre os carbonos 6 e 7.

Em seguida acontece o abandono de uma unidade C,H,0 (42 Da), onde para
isso ocorre um rearranjo via ataque nucleofilico envolvendo o oxigénio ligado a
posicdo 5 do anel e os carbonos 13 e 14. Ocorre um translocamento de cargas no
anel A do nucleo sesquiterpénico, formando um sistema de insaturagdes conjugadas
e ocorre cisao do composto, deixando assim de ser um alcaldide ciclico.

Em uma etapa posterior, ocorre a perda de mais uma unidade OAC (60 Da),
essa ligada a posigao 10, gerando assim um anel aromatizado, que estabiliza o

composto. Esse padrao de fragmentagcdo € condizente com a proposta descrita

acima.
0 OAc
o =
-AcOH
—_—
m/z =850,3 m/z = 790,2
0
AcQ OAC
.
| 3 (o] OAC ACOH |
T - o
/-;"—. e}
OH
=50 0
m/z =688,1 0 __ 0 — m/z =748,2
NN N/

Figura 24: Proposta de fragmentacao e formacao de ions observados no espectro de massas da substancia 1.



5.4.2 Caracterizacdo espectrométrica da maiteina (substancia 2)

Figura 25 — maiteina (substancia 2)

A substancia 2,
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figura 26, p. 59, também apresenta férmula molecular

C43H49NOg , definida pelo espectro de massas, o qual apresentou pico da molécula

protonada em m/z 868, 3 M+1".
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Figura 26: Espectro de massas da substancia 2.
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Da mesma forma que a substancia 1, também apresentou o0 mesmo padrao

de fragmentacao da regido do espectro de m/z 550, corroborando o caminho de
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fragmentacao proposto por RODRIGUES-FILHO et al.; 2001, como demonstrado

pela figura 27, p 60.
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Figura 27: Espectro de fragmentagéo do ion m/z 850,3 para substancia 2, onde é demonstrado mais uma vez
o padréo de fragmentacdo de RODRIGUES-FILHO et al.; 2001

5.4.3 Caracterizacdo espectrométrica da maitenina (substancia 4)

Figura 28 — maitenina (substancia 4)

A identificagdo dos triterpenos quinonametideos por espectrometria de
massas foi realizada tomando como base os padroes de fragmentacdes desta
classe de metabdlito, os quais sdo amplamente conhecidos (LIAO, 1994:

RODRIGUES-FILHO et al.; 2002; KHALID et al.; 2007).
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A substéancia 4, figura 29, p. 61 apresentou formula molecular C43H49NO15 ,
definida pelo espectro de massas, o qual apresentou pico da molécula protonada em

m/z 421, 3 M+1",
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Figura 29: Espectro de massas do ion m/z 421.3

Na figura 30, p. 62, do espectro de massas da substancia 4 foi possivel
observar a presenga do pico base m/z 201, referente a formagédo de um ion tropilio

caracteristico dos triterpenos quinonametideos.
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Figura 30: Espectro de massas do pico base m/z 201.

Segundo a proposta apresentada por RODRIGUES-FILHO et al.; 2002,
incialmente a carbonila presente no anel A, na posicdo 2, com o impacto da radiagao
perde um par de elétrons, ficando assim positivada. Imediatamente acontece um
deslocamento de cargas das insaturagdes presentes nos anéis B e C de forma a
compensar a carga positiva da carbonila.

O movimento de cargas forma um carbocation terciario na posi¢cao 8,
ajudando a estabilizar o composto. Em seguida o composto formado sob a agao da
forga irradiante sofre um rearranjo, onde ocorre a abertura do anel C, com formagéo
de um carbocation primario onde anteriormente era a posicdo 12, no anel C.
Também ocorre a formacao de uma instauragao na posicao 9, anel B.

O composto formado sofre fragmentacao, perdendo o esqueleto basico dos
anéis C, D e E, gerando um sistema de dois anéis ciclicos fundidos de 6 membros,
com um sistema conjugado de insaturacées. O sistema sofre mais uma vez
rearranjo, resultando em um composto de 2 anéis ciclicos fundidos, onde um
apresenta 6 e o segundo 7 unidades, onde o membro de 7 unidades apresenta uma
carga positiva estabilizada por ressonancia.

Esse ultimo sistema resultante do rearranjo é estavel apresentando pico base

m/z 201, referente & formagdo de um ion tropilio, sendo caracteristico dos
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triterpenos quinonametideos. Esse sinal € encontrado no padrdo de fragmentacéo
da substancia 4, corroborando o padrdo de fragmentagdo proposto por
RODRIGUES-FILHO et al.; 2002.

Na figura 31, p. 64, € mostrado o padrao de fragmentagdo da maitenina,

segundo o mecanismo proposto e descrito anteriormente.



HO o ®
m/z = 201 g@ ——
HO HO

Fragmento contendo o ion tropilio

m/z = 201

Figura 31: Proposta de formacao do ion tropilio segundo RODRIGUES-FILHO et al.; 2002
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5.4.4 Caracterizacdo espectrométrica da pristimerina (substancia 3)

Figura 32: pristimerina (substancia 3)

A substancia 3 apresentou férmula molecular C3pH4004, definida pelo
espectro de massas, o qual apresentou pico da molécula protonada em m/z 465, 3

M+1", conforme mostrado na figura 33, p. 65

Intens. +MS, 2.4-2.7min #(92-108)
x106]
465.3

2011 3314 3594
0 L PR | A
—_— e
100 200 300 400 500 600 miz

415.3
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Figura 33: Espectro de massas do ion m/z 465.30.

Na figura 34, p. 66 é observado a presencga do pico base m/z 201, mostrando
0 padrao de fragmentacdo comum a essa classe de metabdlito especial. Também foi

possivel observar a presenca do fragmento em m/z 405, proveniente da perda de
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um grupo metila a partir da molécula intacta. O padrédo de fragmentacéo que leva a

esses dois ions & demonstrado na figura 35 p.67.
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Figura 34: Espectro de massas do pico base m/z 201.

I m/z = 201

HO
HO

m/z = 405 O@ m/z = 201
HO

Fragmento contendo o ion tropilio

Figura 35: Principais fragmentacdes observadas no espectro de massas da pristimerina.
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5.5 Otimizacdo das condi¢des cromatogréficas utilizadas na anélise dos

metabadlitos constitutivos do extrato de raiz da planta jovem de M. ilicifolia.

A analise por CLAE-DAD do extrato das raizes da planta jovem de M. ilicifolia
mostrou o0 acumulo de dois marcadores quimiotaxonémicos da familia em estudo, os
triterpenos quinonametideos e os alcaldides piridinicos sesquiterpénicos.

A otimizacdo das condi¢cdes cromatograficas tem como objetivo futuro, a
quantificacdo simultdnea dessas duas diferentes classes de metabdlitos especiais
na raiz da planta jovem.

Para o desenvolvimento da metodologia analitica foi escolhido o sistema
MeOH:H,0, por ser um sistema menos agressivo ambientalmente, ser um sistema
amplamente utilizado nas técnicas CLAE e ainda apresentar custo reduzido em
relagao a sistemas envolvendo ACN.

Foram estudadas varias condi¢gdes cromatograficas em modo isocratico,
porém os cromatogramas obtidos ndo apresentaram picos com boas resolugdes,
fator determinante para as quantificagées posterior. Utilizou-se de uma rampa em
gradiente, a qual encontra-se descrita em materiais e métodos, item 4.6. A analise
foi conduzida sob as mesmas condi¢cdes experimentais.

Na figura 36, p. 68, é apresentado o cromatograma, o qual foi possivel
observar a obtencdo de uma boa resolugao cromatografica dos picos, garantindo a

identificacdo das substancias presentes no extrato.
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Figura 36: Cromatograma obtido por analise CLAE-DAD em rampa gradiente, a partir do extrato de
raizes da planta jovem de M. ilicifolia

As identificagbes das substancias isoladas foram feitas por comparacao do
tempo de retengédo dos padrdes isolados: maiteina (A), maitenol (B), aquifoliunina E-
1 (C), maitenina (D) e pristimerina (E), além das bandas de absor¢do no UV
caracteristicas dos alcaldides piridinicos sesquiterpénicos e dos triterpenos
quinonametideos, corroborados pelo maximo de absor¢cdo em 231 nm e 420 nm,
respectivamente. A identificacdo dessas duas classes de metabdlitos especiais é
mostrada nos cromatogramas apresentados nas figuras 37-39, p. 69-71. Também foi
possivel identificar o alcalbide piridinico sesquiterpénico, maitenol, com atividade

antiprotozoaria (SANTOS et al.; 2012).
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Figura 37: Cromatograma mostrando identificagdo das substancias maiteina (A), maitenol (B) nas raizes
da planta jovem de M. ilicifolia.
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Figura 38: Cromatograma mostrando identificagao das substancias aquifoliunina E-I (C) e maitenina (D)
nas raizes da planta jovem de M. ilicifolia.
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Figura 39: Cromatograma mostrando identificagdo da substancia pristimerina (E) nas raizes da planta
jovem de M. ilicifolia.

6. Concluséao

A espécie Maytenus ilicifolia apresentou uma grande diversidade de
metabdlitos especiais. O trabalho veio a corroborar com dados encontrados na
literatura sobre a presenca e producéo de alcaldides piridinicos sesquiterpénicos e
triterpenos quinonametideos.

A fracéo de particdo DCM das cascas das raizes da planta adulta apresentou

como metabdlito majoritario e exclusivo os alcalbides piridinicos sesquiterpénicos. Ja
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o estudo fitoquimico utilizando raizes da planta jovem permitiu identificar os
triterpenos quinonametideos como metabdlito majoritario e como metabdlito
minoritario os alcalbides piridinicos sesquiterpénicos. Essa analise permite inferir
que a producao dessas duas classes de metabdlitos especiais € dependente do ciclo
de vida da planta.

A andlise por CLAE-DAD mostrou ser uma técnica util e versatil na
identificacdo das duas classes de metabdlitos especiais nas raizes da planta jovem,
a qual permitira o desenvolvimento da otimizacdo das condi¢gdes cromatograficas
para uma futura analise quantitativa.

Muitos sao os desafios e perspectivas para as substancias provenientes de
M. ilicifolia. O estudo desenvolvido neste trabalho vem acrescentar uma técnica de
analise das classes de compostos mais promissores presentes no especime, onde o
uso e as aplicagdes na terapéutica dessas substancias, e até mesmo do proprio
fitoterapico, sdo uma alternativa viavel como arsenal no tratamento de diversas

enfermidades.
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