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Estudo fitoquimico e avaliagdo da atividade bioldgica de extratos alcodlicos de espé-

cies do género Maytenus (Celastraceae) que ocorrem na regido de Jequié

Autor: Rafael Santos Pereira
Orientador: Prof. Dr. Djalma Menezes de Oliveira
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RESUMO:

Esta dissertacdo relata o estudo fitoquimico e farmacolégico de trés espécies Ma-
ytenus utilizadas na medicina tradicional da regido de Jequié, Bahia: M. acanthopylla
(folhas), M. truncata (folhas) e M. rigida (folhas e raizes). Foram utilizados métodos
de cromatografia liquida e gasosa, bem como técnicas espectrométricas (UV-Vis, IR,
CG-EM, RMN e ICP OES) para o isolamento e identificacdo de constituintes quimi-
cos presentes nos extratos. Os potenciais antioxidantes dos extratos foram avalia-
dos por meio de protocolo que utiliza radicais livres DPPH. A avaliacdo da atividade
gastroprotetora in vivo do extrato aquoso de folhas de M. acanthophylla foi conduzi-
da com camundongos Swiss machos, utilizando metodologia descrita por Prado [29].
Prospeccdes por DLLME/CG-EM em extratos de Maytenus permitiram identificar 22
compostos, dentre eles, o composto 2,4-di-terc-butil-fenol (2), inédito no género. O
fracionamentos cromatograficos dos extratos de folhas de M. rigida permitiram o iso-
lamento e a elucidacdo estrutural de sete constituintes quimicos: esqualeno, (-
sitosterol, B-amirina, lupeol, B-friedelinol, friedelina e acido 3,4-seco-friedelan-3-6ico.
O triterpeno pentaciclico seco-friedelano é inédito na espécie M. rigida. S&o inéditos
os resultados das determinacfes de micro e macroelementos nas folhas ou raizes
de Maytenus por ICP OES. Os estudos biol6gicos mostraram que as folhas e raizes
das Maytenus estudadas apresentam significativos potenciais antioxidantes e o ex-
trato aquoso de folhas de M. acanthophylla apresentou mecanismo de agéo antiaci-
da, contudo, ndo foi capaz de proteger as mucosas gastricas lesionadas de camun-
dongos Swiss machos.

Palavras-chave: Maytenus acanthophylla, Maytenus rigida, Maytenus truncata,

Acao Antiacida, Antioxidantes



Phytochemical study and evaluation of the biological activity of alcoholic ex-
tracts of the genus Maytenus (Celastraceae) occurring in the region Jequié

Author: Rafael Santos Pereira
Advisor: Prof. Dr. Djalma Menezes de Oliveira
Co-Advisor: Prof2. Dr2, Rosane Moura Aguiar (UESB)

ABSTRACT:

This study reports the phytochemical and pharmacological potentials of three May-
tenus species plants used in folk medicine from micro-region of Jequié, Bahia: M.
acanthopylla (leaves), M. truncata (leaves) and M. rigida (leaves and roots). Chroma-
tographic and spectroscopic methods were used to isolation and identification of
chemical constituents in their extracts. The antioxidant potential of these extracts was
evaluated through DPPH free radical scavenging method. In vivo evaluation of the
gastroprotective activity of aqueous extract of M. acanthophylla leaves was per-
formed with male Swiss mice, provided by the Federal University of Uberlandia (CE-
BEA/UFU), in which gastric lesions were provoked, to then be treated with extract
doses and Carbenoxolone (positive control). Prospecting by DLLME/GC-MS with
Maytenus extracts allowed the identification of 22 volatile and semi-volatile com-
pounds, including the 2,4-di-tert-butyl-phenol, which was for the first time identified in
this genus. Chromatographic fractionating and the use of spectroscopic methods
(UV-Vis, IR, GC-MS and NMR) with M. ridida leaves extracts allowed the isolation
and structural elucidation of seven following chemical constituents: squalene, (-
sitosterol, B-amyrin , lupeol, B-friedelinol, friedelin and 3,4-seco-friedelan-3-oic acid.
Isolation of seco-friedelan in M. rigida is new. Are novel the results of measurements
by ICP OES of the micro and macronutrients in leaves or roots of Maytenus. Biologi-
cal studies demonstrated that the leaves and roots of Maytenus showed significant
potential as antioxidants and the M. acanthophylla leaves aqueous extract showed
antacid action, however, not shown gastroprotective activity for lesions in gastric mu-
cosal of Swiss male mice.

Keywords: Maytenus, Gastroprotective activity, Antioxidants, GC-MS, PCTT
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1  INTRODUCAO

Desde antiguidade, o homem utiliza diversas plantas existentes na natureza
para tratamento, cura e prevencdo de doencas. O uso das plantas medicinais, em
paises em desenvolvimento, tem sido amplamente observado como a principal for-
ma de acesso aos cuidados béasicos de saude [1].

O Brasil possui uma grande flora, com uma enorme biodiversidade, contando
com plantas que contém principios ativos potencialmente Uteis para a humanidade.
Nesse contexto, estudos etnobotanicos evidenciam a existéncia de um grande acer-
vo de plantas medicinais cujas propriedades sdo de conhecimento popular, o qual
indiretamente tem contribuido para o avanco cientifico e para a valorizacdo do co-
nhecimento empirico [2, 3].

Pesquisas indicam que metabdlitos secundarios oriundas de espécies vege-
tais tém atividade bioldgica interessantes, sendo de grande importancia na area far-
macéutica. No Brasil, as plantas medicinais sdo consumidas com pouca ou nenhu-
ma comprovacao de suas propriedades farmacologicas. Esse fato gera um problema
sério de saude publica, sendo que existe uma parcela da populacao que utiliza plan-
tas empregadas para fins medicinais diferentes daqueles empregados na etnobota-
nica difundidos por mercadores. Confrontada com farmacos empregados nos trata-
mentos convencionais, a toxicidade de plantas medicinais pode parecer banal, no
entanto, a literatura relata casos de toxicidade que representam um risco em poten-
cial para a saude da populacao [1, 4].

Os fitoterapicos sédo produzidos a partir de plantas medicinais através do es-
tudo dos componentes quimicos demonstrados por meio de ensaios bioldgicos,
apoiado na racionalidade biomédica, descrita por varias disciplinas, que compreen-
dem desde a identificacéo botanica até a producéo do fitofarmaco [5].

Dessa forma, pesquisas nessa area sao importantes, pois fornecem dados
gue auxiliam as instituicbes governamentais em suas politicas sobre o uso de plan-
tas medicinais de forma consciente, no uso sustentavel da biodiversidade e conse-
guentemente, na aplicacdo de fitoterapicos em programas de promoc¢ao de saude
publica. Portanto esta pesquisa consiste em desenvolver o estudo quimico via pros-
peccao por CG-EM e o estudo fitoquimico de espécie de Maytenus (M. acanthophyl-
la, M. rigida e M. truncata), bem como avaliar as atividades dos extratos quanto a

acdo antioxidante e antiulcerogénica.
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2 A FAMILIA CELASTRACEAE

A familia Celastraceae inclui cerca de 1300 espécies distribuidas em 98 géne-
ros, principalmente nos trépicos e subtrépicos [6, 7]. No Brasil a familia Celastraceae
€ representada por cinco géneros: Maytenus Juss., Austroplenckia Lund., Goupia
Reissek, Franhofera Mart. e Salacia [6]. A estas espécies sdo atribuidos varios usos
na medicina popular, especialmente na América do Sul, as diversas espécies per-
tencentes ao género Maytenus merecem destaque, sendo amplamente utilizadas,
sobretudo no tratamento de doencas gastricas ingeridas por meio de infusées ou

decoccgoes [7, 9].

2.1 O género Maytenus

O género Maytenus é um dos maiores da familia Celastraceae, compreen-
dendo 225 espécies. Deste total, 77 espécies sdo endémicas no Brasil [10].

Muita atencéo tém sido dada as espécies deste género, devido ao seu amplo
leque de atividades biolégicas que vem sendo descritos na literatura como: anti-HIV,
antimalaria, anti-inflamatério, anti-nociceptiva, antimicrobiana, antioxidante, antiulce-
rogénica e cicatrizantes [7, 9].

Varios metabdlitos secundario de classes diferentes ja foram isolados de es-
pécies do género Maytenus, como por exemplo: sesquiterpenos agarofuranicos, tri-
terpenos pentaciclicos, especialmente os das séries dos friedelanos, lupanos, ursa-
nos, oleananos, e quinonametideos. Ainda foram isolados alcaloides sesquiterpéni-
cos, flavonoides, e taninos condensados [7, 9, 10, 11].

2.1.1 Maytenus acanthophylla Reissek

A planta Maytenus acanthophylla apresenta na forma de arbustos ou arvores,
conhecida popularmente como “espinheira-santa” ou “pau-de-jararaca”, empregada
popularmente no tratamento infec¢cdes urogenital e Ulceras gastricas através de infu-
sbBes ou decocgbes. Recentemente a espécie encontra-se extinta no Estado de Mi-
nas Gerais e ameacada na Bahia, possuindo ainda poucos exemplares nos munici-

pios de Jequi€, Maracas e na reserva natural da chapada Diamantina [7].
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(b)

Figura 1. llustracdo botanica de Maytenus acanthophylla (a) [12] e foto de M. acanthophylla (b). Fon-
te: propria.

O Ministério do Meio Ambiente do Brasil reconheceu que Maytenus acantho-
phylla encontra-se entre as espécies ameacadas de extincdo e com deficiéncia de
dados. Essas espécies (Figura 1) constantes da lista do Anexo Il a esta Instrucéo
Normativa foram consideradas prioritarias para efeito de concessdo de apoio finan-
ceiro a pesquisa pelo Governo Federal [13].

A literatura relata apenas um estudo fitoquimico de raizes de Maytenus acan-
thophylla que revelou a presenca de constituintes quimicos, como o B-sitosterol e o
acido graxo oleico, e também foram isolados constituintes triviais ao género Mayte-
nus das seguintes classes: triterpenos pentaciclicos, lupanos, oleananos, ursanos e
quinonametideos e também o isolamento do biopolimero 1,4-trans-poliisopreno (Fi-
gura 2, p.16) [9].
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H 18

1,4 - transpoliisopreno acido oléico p-sitosterol

4'-0-metil-(-)-epigalocatequina 20-hidroxi-20-epi-tingenona galactitol

figidenol pristimerina tingenona

nepeticina olean-9(11):12-dien-3p-ol ursa-9(11):12-dien-3-ol
Figura 2. Compostos isolados de raiz de Maytenus acanthophylla REISSEK [7, 9].
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2.1.2 Maytenus rigida Mart.

Maytenus rigida (Figura 3), conhecida popularmente por “Bom-homem?”,
“‘Bom-nome”, “Cabelo-de-negro”, “Casca-grossa”, “Pau-de-colher”’, € uma arvore de
pequeno porte, com folhas coriaceas. E endémica de areas muito secas da caatinga
(Regido Nordeste) [14]. A planta empregada no uso terapéutico contra dores em ge-
ral, infeccbes e inflamacgdes, é rica em metabdlicos bioativos, que apresentam ativi-
dades: antimicrobiana [9, 14], antinociceptiva [9, 15], antioxidante [9, 16], antiulcero-
génica [8, 17].

Figura 3. llustragdo boténica de Maytenus rigida (a) e (b): espécime Maytenus rigida. Fonte: prépria.

Dados da literatura relatam os constituintes quimicos (Figura 4, p.18) isolados
de M. rigida das classes de compostos flavbnicos como o 4-O-
metilepigalocatequina, proantocianidina, os triterpenos pentaciclicos (TTPC) lupano,
rigidenol, tingenona, e 20-hidroxitingenona [9]. Estudos relatam também a presenca
triterpenos com potencial citotoxico, o 3B-lup-20(29)-en-30-diol e 3B-lup-20(29)-eno-

28-diol, juntamente com dois derivados friedelano, friedelina e 3B-friedelinol [9, 19].
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Figura 4. Constituintes quimicos isolados de Maytenus rigida [9].
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2.1.3 Maytenus truncata Reissek

Maytenus truncata Reissek apresenta-se como arbusto com aproximadamen-
te 2,0 m de altura, suas folhas sdo coriaceas. E nativa do médio Rio das Contas,
regido de Contendas do Sincora que se estende até o municipio de Jequié, Bahia
[20, 21].

Na Bahia a planta Maytenus truncata (Figura 5) € conhecida popularmente
como “espinheira santa” (Jequi€), “todo lado”, “todo jeito”, “arvore de natal” e “cami-
nha de Nossa Senhora”. Empregada na medicina popular na forma de infusdo no
tratamento de Ulcera gastrica e doencas no Utero. Entre 0os usos mais comuns, des-
taca-se predominantemente a utilizacdo de caules e das folhas verdes ou secas, na
forma de chas ou na forma de tintura de biotdmico no tratamento das inflamacdes do
estbmago (gastrite), do aparelho reprodutor feminino, no equilibrio do colesterol,

como cicatrizante e no tratamento de Ulceras [20, 21].

Figura 5. llustracdo boténicga;j)e Maytenus truncata (a) [20]. Foto de M. truncata((gg. Fonte: prépria.

Dessa espécie foram isolados triterpenos pentaciclicos (TTPC) friededo-
oleananicos como a friedelina; candfilol, 3a e 36—friedelanol, friedelan-3a,29-diol, 3a-
hidroxifriedelan-7-ona, acido populnénico, friedelan-38,28-diol, populnonato de meti-
la e abruslactona A; os fito-horménios: B-sitosterol, B-D-glicopiranosideo de 38-
sitosterila; o TTPC quinonametideo, pristimerina; os flavonoides 3-O-acetil-4-O-
metilepigalocatequina, 4-O-metilepigalocatequina; proantocianidina A, além do deri-
vado de galactose dulcitol (Figura 6, p.20) [9, 20].
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Figura 6. Compostos isolados de Maytenus truncata REISSEK [9, 20].
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A técnica de microextracao liquido-liquido dispersiva (DLLME) apresenta uma
gama de beneficios, como reducdo do tempo nas analises, o baixo custo devido a
pouca quantidade de solvente utilizado, diminuindo também a polui¢cdo da natureza.
A técnica utiliza dois solventes, um extrator e outro dispersor (Figura 7), metodologia
descrita por Martins [22]. A técnica se mostra eficaz na obtencdo da composicéo
qguimica de misturas constituida de compostos de baixo peso molecular, sendo util

na prospeccao de extratos vegetais para dirigir o isolamento e elucidacéo estrutural

de novos compostos.

Injegao
da mistura de
solventes extrator
e dispersor
na amostra

Microextracao Liquido-Liquido Dispersiva (DLLME).

Transferéncia
da fase

sedimentada

para o microvial
=4
Retirada qilr
da fase

sedimentada

Centrifugagao

==

»7_1-\ﬁ‘
AV ‘ /A Microvial
'/.wiﬁ( )\\a £ Y // 7\ i ’ com
\ 0} .J,,' ~ :
\_J q 4 A / amostra

A

| liLf ',J

Figura 7. Diagrama simplificado demonstrando as etapas da DLLME, adaptado de Berijani [22].
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4 OBJETIVOS

4.1  Objetivo geral

Desenvolver o estudo quimico via prospeccédo por CG-EM e o estudo fitoqui-
mico de extratos alcodlicos de folhas, raizes, e extrato aquoso de folhas de trés es-
pécies de Maytenus, bem como, avaliar as atividades desses extratos quanto as

acOes: antioxidante e antiulcerogénica.

4.1.1 Objetivos especificos

1. Identificar os constituintes quimicos, volateis e semivolateis que ocorre nos
extratos (EMA, EMT, EMR, EMRR) utilizando as técnicas de extracao liquido-liquido
dispersiva (DLLME) e analise por CG-EM incluindo reacdo de derivatizacdo por
compostos derivado do silicio.

2. Desenvolver o estudo fitoquimico por cromatografia planar e liquida a pres-
sdo atmosférica e de media pressédo (CLMP) dos extratos de folhas de M. acantho-
phylla e M. truncata, e de raizes de M. rigida.

3. Elucidar as estruturas dos compostos isolados ou identificados nos estudos
fitoquimicos por técnicas espectrométricas (UV-Vis, IV, CG-EM e RMN).

4. Avaliar o potencial antioxidante dos extratos, utilizando o ensaio baseado
no sequestro dos radicais livres 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH):

(a) etandlicos das folhas de M. acanthophylla e M. truncata;
(b) aquosos liofilizados das folhas de M. acanthophylla e M. truncata
(c) metandlico das folhas de M. rigida

5. Avaliar atividade gastroprotetora in vivo (antiulcerogénica) e in vitro (antia-
cida) do extrato aquoso liofilizado das folhas de M. acanthophylla.

6. Determinar os constituintes micro e macroelementos (Ca, Co, Cu, Fe, K,
Mg, Mn, Na e Zn) por ICP OES nas folhas de M. rigida, M. truncata e M. acantho-

phylla e nas raizes de M. rigida.
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5 PARTE EXPERIMENTAL

5.1 Métodos gerais

Na preparacdo das cromatoplacas para cromatografia em camada delgada
(CCD), utilizou-se suspensédo de silica gel Merck 60 G em agua [7 g para 15 mL
(p/V)], formando camada de 0,25 mm de espessura, sobre suporte de vidro. Apos
secagem parcial a temperatura ambiente, as placas foram ativadas em estufa a
100°C por 60 minutos. Como reveladores de cromatoplacas utilizaram-se luz ultravi-
oleta, iodo e pulverizacdo com solucao de vanilina em alcool etilico (1:99) com &cido
perclorico em agua (3:97), misturadas na proporcéo de 1:1 v/v, seguida de aqueci-
mento em estufa a 100°C.

Na cromatografia liquida em coluna foi utilizada silica gel Merck 60 (70-230
Mesh), adotando a proporcdo média de 1,0 g de extrato para 50 g de fase estaciona-
ria para as colunas de fracionamento do extrato. A propor¢gdo aproximada de 1 g de
amostra até 100 g de fase estacionaria foi utilizada na fase de purificacdo. A mesma
proporcao de 1/100 foi utilizada também em relacdo as colunas contendo silica flash
(250-400 mesh). Os solventes utilizados nos processos de cromatografia em coluna
foram todos de grau analitico (P.A.) e previamente destilados quando necessario.

Espectro de absorcédo na regido do infravermelho (IV) foi obtido utilizando o
espectrometro Perkin EImer modelo Spectrum Two ATR-FTIR, instalado no laborato-
rio de cromatografia Dr. Jailson Bittencourt do Departamento de Quimica da UESB.
O dispositivo ATR permite que o espectro seja obtido diretamente da amostra sélida
sem a necessidade do uso de pastilha. Esse espectro foi obtido pelo método da re-
flectancia atenuada, submetendo 1,0 mg do cristal pulverizado ao feixe de radiacéo
do aparelho.

Os espectros de RMN de 'H e de **C 1D foram obtidos em espectrémetros
Varian Inova 500 do Laboratdrio Baiano de Ressonancia Magnética Nuclear (LABA-
REMN) do Departamento de Quimica, UFBA. Solventes deuterados utilizados en-
contram-se indicados em cada caso. Os deslocamentos quimicos (6) foram registra-
dos em ppm usando tetrametilsilano (TMS) como padrao de referéncia interna.

As andlises realizadas por cromatografia em fase gasosa acoplada ao espec-
trobmetro de massa (CG-EM) foram desenvolvidas em um cromatégrafo SHIMADZU,

modelo QP2010 SE instalado no laboratério de cromatografia Dr. Jailson Bittencourt
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do Departamento de Quimica da UESB, dotado de biblioteca de espectros de mas-
sas NIST-11. Foi empregada uma coluna capilar SPB-tm5 de 30 m de comprimento
e 0,25 mm diametro interno, uma fase estacionaria composta por um filme de dime-
tilpolisiloxano (95%) e fenila (5%) com 0,25 pm de espessura. Temperatura do inje-
tor 280 °C, fluxo de gas de 1,8 mL min™, aquecimento do forno/coluna na faixa de
80° (durante 1 min) a 280°C (durante 5 min) e razéo de aquecimento de 15 °C min™.
As temperaturas da interface CG/EM e fonte de ions do detector foram ajustadas em
290 e 250 °C, respectivamente. Os constituintes detectados por CG-EM foram identi-
ficados por comparacéo entre os indices cromatogréficos calculados versus publica-
dos [24] e por similaridade (S=90%) com os espectros do banco de dados NIST11

do cromatdégrafo.

5.1.1 Coleta e identificacdo do material vegetal

As folhas de Maytenus acanthophylla foram coletadas no municipio de Jequié,
Bahia, proximo a rodovia BR 116 (latitude -13°, 57'15.38" S, longitude -40°10'30.65"
0). Um exemplar da exsicata encontra-se no Herbario da Universidade Estadual do
Sudoeste da Bahia, sob o niumero de registro HUESB - 7813. As folhas de Maytenus
truncata e as raizes de Maytenus rigida foram coletadas no bairro Cachoeirinha, no
perimetro urbano de Jequié, Bahia. Exemplares da exsicata encontram-se no Herba-
rio da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia sob o nimero HUESB-9311 e
HUESB-7056, respectivamente.

ApGs coletadas, as folhas foram secas em temperatura ambiente e moidas
em liquidificador industrial (Skywsem, modelo LSB - 15). As raizes de Maytenus rigi-
da foram secas em temperatura ambiente e em seguida moidas para posterior pre-

paro dos extratos.

5.1.2 Preparacédo dos extratos das trés espécies de Maytenus

Apoés secagem a temperatura ambiente, as folhas de Maytenus rigida foram
pulverizadas em liquidificador industrial (Skywsem, modelo LSB - 15) e obtiveram-se
1,5 Kg. O extrato das folhas pulverizadas foi preparado empregando extracao por
maceracao a temperatura ambiente no periodo de sete dias. O solvente utilizado foi
metanol puro. Apés filtracdo, a remocdo dos solventes por destilacdo sob pressao
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reduzida, obteve o extrato (200,00 g) que auferiu a seguinte nomenclatura EMR (ex-
trato metandlico das folhas de Maytenus rigida).

Os extratos etandlicos de M. acanthophylla e M. truncata foram preparados
com as folhas e as raizes de M. rigida através de extracado continua com alcool etili-
co (95%) a quente utilizando aparelho de Soxhlet, segundo metodologia descrita por
Mendes [23]. Os extratos obtidos foram concentrados em evaporador rotatério a 60
°C e pressao reduzida. Os extratos etandlicos foram designados as seguintes siglas:
EMA (extrato etandlico das folhas de Maytenus acanthophylla), EMT (extrato etano-
lico das folhas de Maytenus truncata) e EMRR (extrato etandlico das raizes de Ma-
ytenus rigida).

O extrato aquoso foi preparado somente com as amostras de folhas de Ma-
ytenus acanthophylla e Maytenus truncata com o objetivo de obter um extrato que
apresentasse composi¢cdo quimica similar a dos chas da medicina popular que sao
feitos destas plantas por coccéo. O preparo foi feito através da técnica da decoccao
sob refluxo.

As folhas moidas foram colocadas em um baldo de fundo redondo com agua
destilada e mantidas em aquecimento numa manta aquecedora por um periodo de
duas horas. Um condensador foi acoplado ao baldo a fim de manter a agua num
constante refluxo, sem que houvesse a necessidade de estar repondo a agua eva-
porada durante este periodo, proporcionando assim uma extracdo exaustiva. Em
seguida, o extrato obtido foi coado em pano de algodao para separar o residuo re-
sultante do material vegetal e submetido a uma filtracdo a vacuo. Os extratos aquo-
sos foram desidratados através da técnica de liofilizagdo por um aparelho liofilizador
da marca Terroni, Série LS, modelo 3000. Os extratos aquosos foram designados
pelas iniciais AMA (extrato aquoso das folhas de Maytenus acanthophylla) e AMT

(extrato aquoso das folhas de Maytenus truncata).

5.2 Prospeccédo fitoquimica por DLLME dos extratos, EMA, EMT, EMR e
EMRR

De um modo geral as microextragdes liquido-liquido dispersiva (DLLME) fo-
ram feitas a partir de uma aliquota de 1,0 mg de cada extrato, o qual foi dissolvido
em 1,0 mL de alcool metilico (MeOH, solvente dispersor), seguido de 5,0 mL de

agua destilada-deionizada. A solucéo hidroalcodlica do extrato foi adicionado 1,0 mL
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de diclorometano (DCM, solvente extrator), em seguida, a mistura bifasica obtida foi
transferida para um tubo de fundo cénico e submetida a centrifugacao (3000 rpm/10
min). Apés centrifugacéo, a fase organica sedimentada foi separada, e entédo, levada
a andlise direta por CG-EM. Uma segunda extracdo DLLME foi realizada seguindo o
procedimento acima, tendo como solvente dispersor a acetona para futura compara-
¢éo dos resultados. Esse procedimento foi realizado em triplicata para todos os ex-
tratos (EMA, EMR, EMRR e EMT). Uma aliquota de 3,0 mg dos extrativos obtidos
em DCM utilizando metanol (solvente dispersor) e outra em acetona (solvente dis-
persor) foram sililados adicionado 60,0 pL de piridina seca e 100,0 uL do reagente
N,O-bis-(trimetilsilil)-trifluroacetamida (BSTFA) e em seguida Levado ao banho Maria

por 30 minutos na temperatura de 70°C. e analisado por CG-EM.

5.3 Estudo fitoquimico do extrato EMR

5.3.1 Coluna filtrante

Parte do extrato metandlico das folhas de Maytenus rigida EMR (10,0 g) foi
submetida a uma coluna filtrante, utilizando um sistema de filtracdo a vacuo, usando
silica gel 60 (C-1). Foram coletadas 5 fracdes de 200 mL cada. Os eluentes utiliza-
dos em C-1 foram hexano, cloroférmio, acetato de etila, acetona e metanol, em gra-

diente de polaridade (tabela 1).

Tabela 1. Fracdes obtidas de C-1.

Sistema eluente FracOes
Hexano F1
Cloroférmio F2
Acetato de etila F3
Acetona F4

Metanol F5
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A partir da fracdo em hexano (F1) foi isolado um sélido branco cristalino (100
mg) que foi solubilizado em acetona e recristalizado. A andlise por CCD eluida com
CH3Cl:Hexano (9:1) e comparacdo com amostras auténticas de friedelina e 36-
friedelinol mais analises por técnicas de infravermelho (IV) e cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massa (CG-EM), permitiram identificar como uma mis-
tura dos triterpenos pentaciclicos 3B-friedelinol e friedelina (11) e (13).

Foi obtido também, a partir da fase liquida dessa fracédo (F1), um 6leo amare-
lado e viscoso, soluvel em cloroformio, que, apds anélise por CG-EM foi identificado

como sendo o triterpeno aciclico esqualeno (7).

5.3.2 Fracionamento da fracédo F4

A amostra F4 (1,596 g) foi aplicada em uma coluna de cromatografia liquida,
CCL (¢ = 5,0 cm) empacotada com 150,0 g de silica gel 60 (C-2). Foram coletadas
274 fracdes de 5 mL cada e eluida em gradiente de polaridade (Hexano:AcOEt (7:3),
(1:1), (4:6), (3:7), (2:8) e (0:1)). Em seguida as fragdes de C-2 foram analisadas por
CCD para a obtencédo do perfil cromatografico e agrupamento das fracées. O grupo
de fracdes G4 de C-2 foi obtido como um material seroso de coloracédo esverdeada
(238 mg), que foi submetido a CCD, tendo como eluente hexano:acetato de etila
(14:1). Na tentativa de isolar as substancias identificadas na placa CCD o grupo de
fracbes G4/C-2 foi submetida a uma coluna cromatogréfica (C-3) de média pressao
(CLMP) em modo isocratico (hexano:acetato de etila (14:1)), que se mostrou ade-

quada a separacao da mistura constituida por G4/C-2.

5.3.3 Fracionamento da amostra G4/C-2, coluna C-3

A amostra G4 (238 mg) foi aplicada em uma CLMP coluna cromatografica (C-
3) em modo isocratico (hexano:acetato de etila (14:1)) (¢ = 2,0 cm) empacotada com
23,8 g de silica flash (C-3). Foram coletadas 50 fragbes (2,5 mL), as quais foram

agrupadas de acordo com semelhancas por CCD (Tabela 2).



Tabela 2. Agrupamentos e constituintes isolados das fragBes de C-3, amostra G4/C-2

Fracdes Grupo Massa (mg) Constituintes Identificagao
F10 a F15 Gl 8,0 11 CCD, RMN
F17 a F25 G2 14,0 9+ 10 CCD, RMN
F36 a F34 G3 9,0 23 CCD, RMN
F35 a F40 G4 15,0 8+ 23 CCD, RMN
F41 a F50 G5 25,0 8 CCD, RMN

28

A figura 8, p.29 apresenta as operacdes realizadas na elaboracdo do estudo

fitoquimico do extrato das folhas de M. rigida (EMR).



Follhas de M. rigida

1- Moagem
2- Extragcdo com metanol
3- Evaporagéao do solvente

EMR
(10,09)

1- Fracionamento em
coluna filtrante de silica

gel 60 (C-1)
he Lno |
X
| aceltona F2 (CHCL,)
F1 F4 (1,596 g) F3 (AcOEY)
F5 (MeOH
‘ filtragéo ( )
1-Evaporacao |
| do solvente Reservadas
Sdlido 6leo amarelado
(100 mg) (50 mg)
2- Coluna de
friedelina (13) + ‘ silica (C-2)
3b-friedelinol (11) esqualeno (7)
C-2

|

Hexano: AcOEt
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Hexano:AcOEt Hexano:AcOEt (7:3
(7:3) | (7:3) (2:1) (4:6), (3:7), (2:8), (0:1)
F1-25 e F51-72 F26-F50
Reservadas (0.2389 F73-274
Reservadas
Coluna CLMP
C-3 hexano:AcOEt (14:1)
Gl G2 G3 G4 G5
F10-F15 F17-F25 F34-36 F35|—F4O F41-F50
‘ ‘ acido 3pB-sitosterol(8)
. . lupeol (10) acido 3,4-seco-friedel (25,0 mg)
3p-friedelinol(11 o
P (8.0m )( ) + 3,4-seco-friedelan- @n-3-0ico (23) +
Y mg S-amirina(9) 3-6ico(23) 3B-sitosterol(8)
(14,0 mg) (9,0 mg) (15,0 mg)

Figura 8. Esquema da preparacao do extrato de M. rigida e fracionamento de EMR
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5.4 Ensaios biolbgicos

5.4.1 Avaliacdo antioxidante

A atividade antioxidante foi avaliada mediante medidas das capacidades de
solucbes de extratos das plantas em capturar radicais livres DPPH (2,2-difenil-1-

picril-hidrazila), através de método fotocolorimétrico quantitativo.

5.4.1.1 Andlise qualitativa da atividade antioxidante

A capacidade antioxidante dos extratos foi avaliada qualitativamente através
da técnica de cromatografia em camada delgada, segundo metodologia descrita por
Souza [26] com alteragdes.

Os extratos etandlicos e aquosos foram solubilizados em metanol e aplicados
em placa de silica Gel 60 juntamente com os padrdes quercetina e acido galico que
também foram solubilizados em metanol. Foram utilizados dois sistemas de eluen-
tes: acetato/hexano (1:1) para eluir as placas contendo aliquotas dos extratos etano-
licos e padrdes; e acetato/hexano (6:4) para eluir as placas contendo os extratos
aguosos e os padrdes. Apos a eluicdo, as placas foram reveladas com solucéo de
2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH — Sigma-Aldrich) a 0,4 mmol/L.

5.4.1.2 Andlise quantitativa da atividade antioxidante

As amostras foram solubilizadas com metanol em trés concentragdes diferen-
tes (100, 10 e 1 ug/mL) através de diluicbes seriadas, sendo todas elas em triplicata.
Uma solucéo estoque de DPPH (Sigma-Aldrich) foi preparada na concentracdo de
20 pyg/mL com metanol. Para a realizagao da leitura no espectrofotometro (VARIAN
marca e modelo CARY 50), primeiramente, aplicou-se na cubeta uma aliquota de
0,75 mL da solugéo da amostra e 1,5 mL da solu¢cdo de DPPH, procedendo-se des-
sa maneira para as trés concentracdes de todos os extratos. As cubetas contendo
as solucdes foram mantidas no escuro e em temperatura ambiente por um periodo
de 30 minutos. A leitura das amostras foi realizada no comprimento de onda de 517

nm, utilizando-se como branco o metanol e como controle a solugéo de DPPH.
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Os padrdes antioxidantes utilizados para comparagao foram a quercetina e o
acido galico, ambos preparados em triplicata e nas mesmas concentracbes das
amostras. A leitura dos mesmos foi realizada da mesma maneira que a das amos-
tras.

O célculo da atividade antioxidante é realizado pela equacao abaixo:

absorbancia do controle — absorbancia da amostra

% = X 100
b absorbancia do controle

Os resultados obtidos foram submetidos, aos pares, a andlise estatistica rea-

lizada pelo teste-t (Student), dentro do limite de 95% de confianca. A analise foi rea-
lizada no programa Microsoft Excel, 2007.

5.4.2 Atividade gastroprotetora do extrato aquoso de folhas de Maytenus acantho-
phylla (AMA).

5.4.2.1 Animais

Os experimentos foram realizados utilizando camundongos Swiss machos (n
= 6-8) pesando entre 35-40 g, fornecidos pelo Centro de Bioterismo e Experimenta-
cdo Animal da Universidade Federal de Uberlandia (CEBEA/UFU). Os animais foram
mantidos no depositario de animais da Area de Ciéncias Fisiolégicas do Instituto de
Ciéncias Biomédicas da UFU (ARFIS/ICBIM/UFU) em condi¢cbes controladas de
temperatura (21°C) e luminosidade (ciclo claro escuro de 12 horas). Os animais tive-
ram livre acesso a agua filtrada e racdo comercial (Nuvilab®), exceto quando especi-
ficado. Todos os protocolos utilizados foram analisados e aprovados pela Comisséo
de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Uberlandia (CEUA/UFU;

processo n°103/14 — anexo A).

5.4.2.2 Avaliacdo do efeito da administracdo de AMA sobre as lesdes gastricas in-

duzidas por HCl/etanol.

Essa etapa do trabalho foi realizada em colaboracdo com o prof. Dr. Luiz Bor-
ges Bispo-da-Silva responsavel pelo Laboratério de Farmacologia Geral do Instituto
de Ciéncias Biomédicas da Universidade Federal de Uberlandia (ICBIM/UFU). Os
experimentos foram conduzidos pelo Dr. Luiz Borges Bispo-da-Silva e pela Biomédi-
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ca Ingrid Beatriz de Melo Morais. O modelo de lesdo gastrica induzida por solucao
hidrocalcodlica acidificada [24] foi utilizado para avaliar a atividade gastroprotetora
do extrato aquoso liofilizado das folhas de M. acanthophylla (AMA). Os camundon-
gos foram divididos em 5 grupos (n = 6-8) e submetidos a jejum de 24 horas antes
da realizacdo dos experimentos. Apds esse periodo, 0s animais receberam adminis-
tracOes intragastricas (via canula de gavagem; volume: 0,5 mL) de solugdo salina
(NacCl, 0,9%), carbenoxolona (250 mg/Kg; utilizada como controle positivo), ou extra-
to (100, 550, 1000 mg/Kg). Decorridos 50 minutos dos tratamentos, todos os animais
receberam 0,26 mL de solucéo hidroalcodlica acidificada (0,3 M de HCl/etanol 60%).
Depois de 1 hora, os animais foram anestesiados com tiopental sédico (60 mg/Kg,
i.p.) e sacrificados por deslocamento cervical. Foram realizadas laparotomias para a
remocao dos estdbmagos, 0s quais foram abertos através da curvatura maior, lava-
dos em salina e montados entre duas placas de vidro. Imagens dos tecidos assim
processados foram obtidas e digitalizadas utilizando-se o Scanner HP Scanjet 2400.
O sofware imagej [25] foi utilizado para analisar as imagens dos estdbmagos e o0s re-
sultados obtidos foram expressos como indice de Ulcera (1.U.).

O indice de ulcera foi calculado de acordo com o descrito por Prado [26]. As
lesbes foram classificadas e receberam escores de acordo com a severidade das
mesmas, da seguinte maneira: area de lesdes hemorragicas ou ulceracdo propria-
mente dita (3), area de hiperemia intensa (2) e area de hiperemia moderada/leve (1)
(Figura 9, p.33). O I.U. foi entdo determinado utilizando-se a formula: 1.U. = 3x area
de lesdo hemorragica (mm?) + 2x area de hiperemia intensa (mm?) + 1x area de hi-

peremia moderada/leve (mm?).

5.4.3 Avaliacao in vitro da atividade antidcida de AMA

Aliquotas de 0,1 mL de solucado de AMA (40 mg/mL) ou agua destilada foram
adicionadas a 10,0 mL de soluc&o de HCL (3,8 x 107 mol/L), pH 2,42. As alteracdes
de pH foram ent&o avaliado utilizando-se pHmetro (AD1000, Adwa). A concentracao
da solucdo de extrato utilizada nesse ensaio equivale & dose de 550 mg/Kg do
mesmo utilizada nos ensaios in vivo, considerando um animal de 40 g de peso. Ca-
be ressaltar que nos ensaios in vivo 0s animais receberam 0,5 mL de solucdo de
extrato, o que equivale a adigdo de 5 aliquota de 0,1 mL da mesma no experimento

in vitro.



33

5.4.3.1 Analise estatistica.

Os dados foram apresentados como média £+ EPM e comparados através da
analise de variancia (ANOVA). A fim de identificar as diferencas entre os grupos foi
utilizado o pds-teste de Dunnett. As diferencas foram consideradas estatisticamente

significativas quando P foi menor que 0,05.

ESCORE (3)
Lesdes hemorragicas
ou ulceragoes

ESCORE (2)
Hiperemia intensa

ESCORE (1)

Hiperemia
moderada/leve

Tecido nao
lesionado

Figura 9. Definicdo dos escores para a classificacdo das lesdes gastricas e célculo do indice de Ulce-
ra.

Classificacdo das lesBes da mucosa gastrica induzidas pela administracao
oral de HCl/etanol de acordo com Prado [26]. A area de lesdo hemorragica ou ulce-
rativa recebeu o escore 3, enquanto que a area de hiperemia intensa e a area de

hiperemia moderada/leve receberam o escore 2 e 1, respectivamente (Figura 9).
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5.5 Determinagdo de micro e macroelementos nas folhas do género Mayte-
nus (celastraceae), tais como M. rigida, M. truncata e M. acanthophylla e

nas raizes M. rigida por ICP OES.

5.5.1 Instrumentacéo

Todas as medidas de intensidade de emissao foram realizadas utilizando-se o
equipamento ICP-OES (espectrometria de emissdo Optica com plasma acoplado in-
dutivamente) modelo Optima™ 7000 DV (marca Perkin Elmer), que realiza medigbes
sequencialmente e possui configuracdo com vista de observacdo axial/radial do
plasma. O sinal analitico foi obtido por meio de um microcomputador equipado com
o software WinLab32. As condi¢des de utilizagcdo do equipamento estéo listadas na
Tabela 3.

Tabela 3. Condi¢des de operacdo do espectrébmetro de emissdo Optica com plasma indutivamente
acoplado

Parametros Condicao
Poténcia de RF 1300 W
Vista axial
Gerador de RF 40,00 MHZ
Nebulizador Fluxo cruzado (Cross Flow)
Camara de nebulizagéo Duplo passo (Tipo Scott)
Detector Estado Solido (CCD)
Vazdao de argbnio do plasma 12,00 L /min
Vazdao de nubilizagéo 0,80 L /min
Vazao de argbnio do auxiliar 0,70 L /min
Vazao de amostragem 1,50 mL /min

Argbnio com pureza de 99,996% foi utilizado para a geracdo do plasma, como
gas de nebulizacdo e auxiliar. Ar comprimido foi utilizado como gas de corte do
plasma e o nitrogénio de grau analitico 99,999% foi usado como gas de purga do

sistema 6tico do espectrémetro.
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Tabela 4. Elementos estudados e suas respectivas linhas analiticas.

Linha do Comprimento de Linha do Comprimento de
elemento onda (nm) elemento onda (nm)
Call 317,933 Na | 589,592
Coll 228,616 Mg | 285,213
Cull 324,752 Mn Il 257,610
Fell 238,204 Zn | 213,857
Kl 766,49

5.5.2 Preparo de solucdes

Todos os reagentes utilizados nos experimentos foram de grau analitico. Para
a preparacado das amostras e solucdes foi utilizada agua ultra pura (Milli-Q®), prove-
niente de um purificador ELGA (Modelo Classic UF MK2 - resistividade de 18,2
MQ.Cm™) apéds prévia destilacdo e deionizacdo. Como a determinacéo de elementos
presentes na amostra em baixas concentracdes exige que o material utilizado para
estocar as amostras e solucdes seja livre de contaminantes, toda a vidraria e frascos
utilizados no decorrer desse estudo foram previamente descontaminados em solu-
cdo de HNO3 5% (v/v) por 72 horas. ApGs a imersao em solucéo 4cida, todos os ma-

teriais foram lavados com agua deionizada.

5.5.3 Preparo das amostras

Inicialmente as folhas coletadas foram secas em temperatura ambiente e mo-
idas em liquidificador industrial (Skywsem, modelo LSB - 15). A raiz de Maytenus
rigida também foi coletada e seca em temperatura ambiente, descascada e moida.
Aproximadamente 0,1000 g das folhas e da raiz foram pesadas para posterior diges-
tdo em frascos fechados. As amostras foram misturadas em 2,0 mL de solucdo de
acido nitrico (4,0 mol/L) e 0,5 mL de peréxido de hidrogénio. A mistura foi colocada
em bombas de digestéo e levada a estufa, onde foi mantida por 4 horas a uma tem-
peratura em torno de 160°C. Apos resfriamento do sistema em questdo as solucdes
finais foram conservadas em geladeira até 0 momento da analise No momento de
leitura no ICP OES as solucdes foram transferidas para baldes de 10 mL e avoluma-

das com agua ultrapura.



5.5.4 Analise das amostras

Tabela 5. Micro e macroelementos determinados por ICP OES e os parametros da curva analitica.

Parametros quimicos Equacéo R2
Na y = 1E+06x - 394029 0,9937
Ca y =228982x + 21982 0,9995
Mg y = 540475x - 79976 0,9995
K y = 323467x - 172407 0,9941
Fe y = 295229x - 20539 0,9998
Mn y = 2E+06x - 436317 0,9991
Co y = 189820x - 23000 0,9996
Zn y =273377x - 4451,5 0,9998
Cu y = 842282x - 109789 0,9994

36
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Prospeccéo por DLLME/CG-EM de Extratos de Folhas de Maytenus

6.1.1 Extrato alcodlico das folhas de Maytenus acanthophylla (EMA)

(x1.000.000)
INC B MeCH

200+ 11

1.7

150

125
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tempo (min)

Figura 10. TIC de EMA obtido por DLLME/CG-EM, utilizando metanol como solvente dispersor.

A andlise do cromatograma de ions totais (TIC) de uma aliquota do extrato EMA,
obtido mediante a aplicacdo das técnicas DLLME/CG-EM (Figura 10), tendo como
solventes dispersor o metanol e extrator o DCM, permitiu identificar treze componen-
tes quimicos (71,3 %): 4, 6 dimetildodecano (1), 2,4-di-terc-butil-fenol (2), acido he-
xadecanodico (3), hexadecanoato de etila (4), fitol (5), acido octadecandico (6), es-
qualeno (7), 3B-sitosterol (8), B-amirina (9), lupeol (10), 3B-friedelinol (11), 3a-
friedelinol (12) e friedelina (13), sendo os compostos 2, 3, 4 e 6 inéditos para espécie
Maytenus acanthophylla (Tabela 6, p.38), enquanto que os demais (1, 5, 7, 8, 9, 10,
11, 12 e 13) foram anteriormente identificados e isolados nessa mesma planta [7, 9].
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Tabela 6. Constituintes de EMA identificados por DLLME/CG-EM, tendo MeOH como solvente dis-
persor.

Pico tr IC(cal) IC(lit) Nome Area Total (%)
1 6,295 £ 0,000 1272 + 0,000 1259  4,6-dimetildodecano (1) 0,725 £ 0,346
2 9,009 + 0,001 1507 £ 0,054 1512  2,4-di-terc -butil-fenol (2) 1,470 + 0,297
3 17,102 + 0,010 1954 + 0,430 1951 acido hexadecandico (3) 1,260 £ 0,156
4 17,968 + 0,004 1992 + 0,154 1990 hexadecanoato de etila (4) 0,445 £ 0,049
5 21,146 £ 0,002 2111 £ 0,140 2114 fitol (5) 0,310 + 0,057
6 21,883 £+ 0,001 2159 + 0,093 2157  &cido octadecandico (6) 0,500 + 0,156
7 31,263 £ 0,000 * _ esqualeno (7) 0,680 + 0,057
8 42,043 + 0,004 * _ 3B-sitosterol (8) 0,620 + 0,255
9 43,157 £ 0,004 * _ B-amirina (9) 0,473 + 0,351
10 44,757 £ 0,006 * _ lupeol (10) 5,615 + 1,676
11 49,188 £ 0,052 * _ 3B-friedelinol (11) 44,535 + 0,332
12 49,969 £ 0,024 * _ 3 a-friedelinol (12) 9,350 £ 0,226
13 50,232 £ 0,033 * _ friedelina (13) 5,340 + 0,113

Total 71,323 +0,313

Nota: tz: tempo de retencéo; Area total: area total normalizada; I1C(cal) e IC(lit): indices cromatografi-
cos calculados e da literatura [27].
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Figura 11. TIC de EMA obtido por DLLME/CG-EM, utilizando acetona como solvente dispersor.

A Figura 11 mostra o TIC/DLLME/CG-EM de EMA, tendo como solvente dis-
persor o acetona, permitiu identificar os mesmos treze componentes quimicos (39,5
%) que foram identificados quando se utilizou o metanol como solvente dispersor.
Entretanto, foi observado que, os extrativos obtidos com acetona apresentaram valo-
res inferiores aquelas obtidas com metanol, entretanto a acetona apresentou um
maior rendimento extrativo para os compostos 1, 3, 5-8 e 9. A tabela 7, p.39 resume

os dados da DLLME/CG-EM de EMA feita com acetona como solvente dispersor.
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Tabela 7. Constituintes de EMA identificados por DLLME/CG-EM, tendo acetona como solvente dis-
persor.

Pico tr IC(cal) IC(lit) Nome Area total (%)
1 6,296 + 0,006 1272+0,522 1259 4,6-dimetildodecano (1) 0,370 = 0,191
2 9,010+ 0,006 1507 +0,464 1512  2,4-di-terc -butil-fenol (2) 0,860 + 0,366
3 17,108 + 0,016 1954 + 0,682 1951  &cido hexadecandico (3) 1,380 + 0,585
4 17,965 + 0,004 1992 +0,153 1990 hexadecanoato de etila (4) 0,310 + 0,195
5 21,150 + 0,010 2111+0,636 2114 fitol (5) 0,353 + 0,282
6 21,889 +0,010 2160+0,659 2157  éacido octadecandico (6) 0,650 + 0,295
7 31,267 + 0,016 * _ esqualeno (7) 0,917 + 0,307
8 42,053 + 0,043 * _ 36-sitosterol (8) 0,753 + 0,320
9 43,156 + 0,046 * _ B-amirina (9) 0,483 + 0,397
10 44,765 + 0,042 * _ lupeol (10) 3,883 + 2,910
11 49,161 + 0,036 * _ 3B -friedelinol (11) 22,193 + 14,051
12 49,953 + 0,048 * _ 3 a-friedelinol (12) 4,647 + 3,403
13 50,235 + 0,029 * _ friedelina (13) 2,770 = 1,969

Total 39,569 + 1,944

Nota: tg: tempo de retencéo; Area total: area total normalizada; IC (cal) e IC(lit): indices cromatografi-
cos calculados e os obtidos na literatura [27], respectivamente.

O constituinte quimico inédito 2,4-di-terc-butil-fenol (2) é utilizado largamente
como antioxidante, sendo comercializado com o nome Prodox 146, e bastante utili-
zado nas industrias farmacéuticas e alimenticias para protecdo dos farmacos e cos-
méticos contra 0s processos oxidativos [28].

As identificacBes dos constituintes mostrados nas Tabelas 6 e 7 foram confir-
madas em amostras de EMA submetidas a técnica DLLME/BSTFA/CG-EM (extracao
por DLLME, em seguida derivatizagdo por reacdo com N,O-bis-(trimetilsilil)-

trifluroacetamida - BSTFA e analisadas por CG-EM).
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6.1.2 Prospeccao fitoquimica de EMT (extrato etandlico das folhas de Maytenus
truncata) feita por DLLME

T T T T T T T T T T T
50 10.0 150 200 250 30.0 k) 400 450 500 550

tempo (min)
Figura 12. TIC de EMT obtido por DLLME/CG-EM, utilizando metanol como solvente dispersor.
A analise do TIC, obtido por DLLME/CG-EM em uma aliquota do extrato EMT
(Figura 12), tendo como solvente dispersor o metanol, permitiu identificar quatorze

componentes quimicos (39,6 %, Tabela 8, p.40):

Tabela 8. Constituintes de EMT identificados por DLLME/CG-EM, tendo MeOH como solvente disper-
sor.

Pico tr IC(cal) IC(Lit) Nome Area total (%)
1 6,300 £ 0,004 1272 +0,309 1259 4,6-dimetildodecane (1) 1,147 +0,081
2 7,849 £+ 0,004 1404 + 0,301 1403 dodecanal (14) 1,050 £ 0,156
3 9,014 + 0,003 1507 + 0,233 1512 2,4-di-terc-butil-fenol (2) 2,570 + 0,052
4 17,116 £ 0,010 1955+ 0,446 1963 4&cido hexadecandico (3) 3,117 + 1,674
5 17,984 + 0,009 1993 +0,379 1990 hexadecanoato de etila (4) 1,857 £ 0,396
6 21,150 £ 0,008 2111 +0,537 2114 fitol (5) 0,420 + 0,144
7 21,554 +0,008 2137 +0,553 2143 acido linolénico (15) 3,700 + 2,331
8 22,024 + 0,006 * _linoleato de etila (16) 2,010 + 0,383
9 31,276 + 0,007 * _ esqualeno (7) 5,213+ 1,521
10 36,911 + 0,003 * _ a-tocoferol (17) 1,910 + 1,061
11 42,078 £ 0,010 * _ [B-sitosterol (8) 2,433 + 0,919
12 49,135+ 0,002 * _ 3B-friedelinol (11) 4,543 + 0,595
13 49,988 + 0,023 * _ 3a-friedelinol (12) 6,580 + 2,452
14 50,254 + 0,030 * _ friedelina (13) 3,073 +1,135

Total 39,623 £ 0,921

Nota: tg: tempo de retencéo; Area total: area total normalizada; IC (cal) e IC(lit): indices cromatografi-
cos calculados e os obtidos na literatura [27], respectivamente.
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0 composto 4,6-dimetildodecano (1), 2,4-di-terc-butil-fenol (2), acido hexade-
candico (3), hexadecanoato de etila (4), fitol (5), esqualeno (7), 3B-sitosterol (8), 36-
friedelinol (11), 3a-friedelinol (12), friedelina (13), dodecanal (14) &cido linolénico
(15), linoleato de etila (16) e a-Tocoferol (17), sendo os compostos 2, 3, 14 e 15 iné-
ditos para espécie M. truncata, enquanto que os demais (1, 4, 5, 7, 8, 11, 12, 13, 16

e 17) foram isolados ou identificados anteriormente e na espécie M. Truncata [9, 20].

{x1,000,000)
TCEMT-ACET
25 9

abundancia
E. 5 5

-
il

25 50 15 fp 125 150 175 N0 25 20 F5 W0 X5 3P F5 0 425 450 45 R0 RS |0 515

tempo (min)

Figura 13. TIC de EMT obtido por DLLME/CG-EM, utilizando acetona como solvente dispersor.

A tabela 9, p.42 mostra que os resultados DLLME/CG-EM obtidos com aceto-
na como solvente dispersor, a analise desses dados permitiu identificar quatorze
componentes de EMT, de modo similar ao método utilizando metanol como disper-
sor. Quantitativamente a eficiéncia da DLLME/acetona foi maior para 0s compostos
4-8 e 15-17.
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Tabela 9. Constituintes de EMT identificados por DLLME/CG-EM, tendo acetona como solvente dis-
persor.

Pico tr IC(cal) IC(Lit) Nome Area total (%)
1 6,298 + 0,003 1272 + 0,151 1259 4,6-dimetildodecane (1) 0,570 0,299
2 7,848 = 0,004 1404 + 0,297 1403 dodecanal (14) 0,630 + 0,213
3 9,013 £ 0,003 1507 + 0,677 1512 2,4-di-terc- butil-fenol (2) 1,387 + 0,289
4 17,130 £ 0,022 1955+ 0,926 1963 acido hexadecandico (3) 4,573 + 1,190
5 17,983 +0,011 1992 + 0,468 1990 hexadecanoato de etila (4) 2,173 £ 0,143
6 21,151 +0,005 2110 +0,423 2114 fitol (5) 0,607 + 0,208
7 21,568 + 0,017 2138 +0,890 2143 acido linolénico (15) 5,837+ 2,109
8 22,024 + 0,006 * _linoleato de etila (16) 2,590 + 0,409
9 31,276 + 0,010 * _esqualeno (7) 12,953 + 2,605
10 36,910 £ 0,015 * _ a-tocoferol (17) 4,327 = 2,649
11 42,072 + 0,023 * _ [B-sitosterol (8) 3,333+ 0,523
12 49,123 + 0,028 * _ 3B-friedelinol (11) 4,080 + 0,358
13 49,970 £ 0,037 * _ 3a-friedelinol (12) 6,387 £ 0,705
14 50,248 + 0,009 * _ friedelina (13) 3,143 + 0,317

Total 52,59 + 0,858

Nota: tz: tempo de retencéo; Area total: area total normalizada; 1C(cal) e IC(lit): indices cromatogréfi-
cos calculados e da literatura [27], respectivamente.

As identificacbes dos constituintes mostrados nas Tabelas 8 e 9 foram confir-
madas em amostras de EMT submetidas a técnica DLLME/BSTFA/CG-EM.

6.1.3 Prospeccéao fitoquimica de EMR (extrato metandlico das folhas de Maytenus
rigida) feita por DLLME

00000
{TICEMR-MeOH
100+

3

abundancia

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
25 50 5 00 125 ®HO 5 AW 25 A0 HS N0 PH WO 5 00 L5 A0 45 N0 525 KO0 56

tempo (min)

Figura 14. TIC de EMR obtido por DLLME/CG-EM, utilizando metanol como solvente dispersor.

A andlise do TIC de EMR, obtido mediante a aplicacdo das técnicas DLL-
ME/CG-EM de EMR (Figura 14, p.42), tendo como solvente dispersor o metanol,

permitiu identificar dezoito componentes quimicos (52,5 %, Tabela 10, p.43):
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Tabela 10. Constituintes de EMR identificados por DLLME/CG-EM, tendo MeOH como solvente dis-

persor
Pico tr IC(cal) IC(lit) Nome Area total (%)
1 6,297 + 0,007 1262 £ 0,472 1259 4,6-dimetildodecano (1) 0,940 £ 0,570
2 9,012 + 0,007 1506 + 0,464 1512 2,4-di-terc- butil-fenol (2) 1,657 £ 0,612
3 16,385 + 0,017 1921 + 0,652 1921 hexadecanoato de metila (18) 8,617 + 3,918
4 17,106 £ 0,008 1951 + 0,140 1951 acido hexadecandico (3) 2,143+1,114
5 17,974 £ 0,014 1986 + 0,465 1990 hexadecanoato de etila (4) 0,830 + 0,428
6 20,822 + 0,093 2088 + 3,067 2094 octadecan-9,12-dienoato de metila (19) 1,517 + 0,396
7 21,147 £ 0,010 2109 + 0,612 2111 fitol (5) 1,693 10,721
8 21,388 £ 0,014 2124 + 0,748 2126 octadecanoato de metila (20) 1,103+ 0,474
9 31,263 £ 0,001 * _ esqualeno (7) 6,090 £ 2,121
10 36,883 £ 0,012 * _ a-tocoferol (17) 1,135+ 0,544
11 42,048 + 0,004 * _ 3B-sitosterol (8) 1,680 £ 0,693
12 43,151 + 0,006 * _ 3-amirina (9) 0,355+ 0,163
13 43,378 £ 0,005 * _ 3a-amirina (21) 0,460 + 0,000
14 43,937 £ 0,007 * B acetato de lupeol (22) 2,070 £ 0,396
15 44,755 + 0,006 * _ lupeol (10) 3,480 + 1,301
16 49,111 £ 0,028 * _ 3B-friedelinol (11) 15,360 + 3,140
17 49,992 + 0,004 * B 3a-friedelinol (12) 0,410 £ 0,226
18 50,212 £ 0,012 * friedelina (13) 2,560 + 1,160

Total

52,45 t 0,962

Nota: tz: tempo de retencéo; Area total: area total normalizada; IC(cal) e IC(lit): indices cromatogréfico
calculados e da literatura [27], respectivamente.

4,6-dimetildodecano (1), 2,4-di-terc-butil-fenol (2), acido hexadecandico (3),

hexadecanoato de etila (4), fitol (5), esqualeno (7), 3B-sitosterol (8), B-amirina (9),
lupeol (10), 3B-friedelinol (11), 3a-friedelinol (12), friedelina (13), a-Tocoferol (17),

hexadecanoato de metila (18), octadecan-9,12-dienoato de metila (19), octadecano-

ato de metila (20), 3a-amirina (21) e acetato de lupeol (22), sendo 0os compostos 1,

2, 3 e 4, inéditos para espécie Maytenus rigida, enquanto que os demais (5, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 17, 18, 19, 20, 21 e 22), ja foram identificados e isolados na espécie

Maytenus rigida [9].
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Figura 15. TIC de EMR obtido por DLLME/CG-EM, utilizando acetona como solvente dispersor.

Os extrativos obtidos com EMR-acetona por DLLME/CG-EM (Figura 15 e Ta-

bela 11) apresentaram um valor de area média total dos picos 17,2 % inferior aque-

las obtidas com metanol (Tabela 10, p.43).

Tabela 11. Constituintes de EMR identificados por DLLME/CG-EM, tendo acetona como solvente

dispersor.

Pico t IC(cal) IC(lit) Nome Area total (%)
1 6,299 +0,0056 1262 £ 0,335 1259 4,6- dimetildodecano (1) 0,627 + 0,150
2 9,013+0,004 1506 +0,279 1512 2,4-di-terc- butil-fenol (2) 1,587 + 0,549
3 16,387 £0,011 1921+ 0,425 1921 hexadecanoato de metila (18) 5,837 + 4,621
4 17,110+ 0,013 1951 £0,520 1951 acido hexadecandico (3) 2,470 + 0,988
5 17,984 £ 0,013 1986 + 0,542 1990 hexadecanoato de etila (4) 0,463 + 0,396
6 20,777 £0,015 2087 + 0,483 2094 octadecan-9,12- dienoato de metila (19) 0,607 + 0,577
7 21,151+ 0,009 2110x0,531 2111 fitol (5) 0,917 + 0,904
8 21,389+ 0,007 2124 0,425 2126 octadecanoato de metila (20) 0,597 + 0,503
9 31,272 + 0,008 * _ esqualeno (7) 5,695 + 2,991
10 36,906 + 0,019 * B a-tocoferol (17) 1,200 £ 0,877
11 42,071 + 0,028 * _ 3B-sitosterol (8) 0,985 + 0,969
12 43,174 £ 0,025 * _ -amirina (9) 0,230 + 0,184
13 43,423 +0,011 * _ 3a-amirina (21) 0,180 + 0,000
14 43,960 + 0,007 * _ acetato de lupeol (22) 0,970 + 0,970
15 44,752 £ 0,016 * _ lupeol (10) 2,115 +2,128
16 49,121 £ 0,013 * B 3B-friedelinol (11) 8,955 + 3,118
17 50,014 + 0,039 * _ 3a-friedelinol (12) 0,339 +0,210
18 50,248 + 0,034 * _ friedelina (13) 1,180 + 0,240

Total 35,252 +1,088

Nota: tg: tempo de retencdo; Area total: area total normalizada; IC(cal) e IC(lit): indices cromatografi-

cos calculados e da literatura [27], respectivamente.

As identificacOes dos constituintes mostrados nas Tabelas 10 e 11 foram con-
firmadas em amostras de EMR submetidas a técnica DLLME/BSTFA/CG-EM.
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6.1.4 Prospeccao fitoquimica de EMRR (extrato etandlico das raizes M. rigida) feita
por DLLME

(x100,000)
[TIC EMRR-MeOH

2.04 1

1_07ML
J,u ,“ ‘ n
5.0

10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 45.0 50.0 55.0

tempo (min)

Figura 16. TIC de EMRR obtido por DLLME/CG-EM, utilizando Metanol como solvente dispersor.

A andlise dos TIC's de EMRR-MeOH e EMRR-Acet, obtidos por DLLME/CG-
EM, tendo como solvente dispersor o metanol e acetona, respectivamente. (Figura
16 e 17), permitiram identificar sete componentes quimicos (Tabelas 12 e 13, p.46):
4, 6 dimetildodecano (1), 2,4-di-terc-butil-fenol (2), acido hexadecandico (3), hexade-
canoato de etila (4), acido octadecandico (6), esqualeno (7), friedelina (13), sendo os
compostos 1, 2, 3, 4 e 6 inéditos para espécie M. rigida, enquanto que os demais (7
e 13), ja foram identificados e isolados na espécie M. rigida [9]. De modo geral, os
rendimentos extrativos identificados para EMRR/DLLME/MeOH e
EMRR/DLLME/acetona foram baixos (6,0% e 3,9%, respectivamente) e o quantitati-
vo de material extraido que foi identificado com EMRR/DLLME/acetona (Tabela 13,
p.46) foi menor 2,1% do que com EMRR/DLLME/MeOH (Tabela 12, p.46).
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Tabela 12. Constituintes de EMRR identificados por DLLME/CG-EM, tendo MeOH como solvente

dispersor.

Pico tr IC(cal) IC(lit) Nome Area total (%)

1 6,294 + 0,005 1262 +0,393 1259 4,6-dimetildodecano (1) 1,017 £ 0,339

2 9,008 + 0,006 1506 + 0,408 1512 2,4-di-terc -butil-fenol (2) 2,600 = 0,330

3 17,086 + 0,010 1950+ 0,398 1951 &cido hexadecandico (3) 0,947 £ 0,122

4 17,975+ 0,016 1985+ 0,663 1990 hexadecanoato de etila (4) 0,280 + 0,095

5 21,879 £ 0,008 2153 +0,445 2157 &cido octadecandico (6) 0,367 + 0,137

6 31,267 + 0,025 * _esqualeno (7) 0,391 + 0,118

7 50,218 £ 0,025 * _ friedelina (13) 0,403 + 0,112

Total 6,004 + 0,179

Nota: tg: tempo de retencéo; Area total: area total normalizada; IC(cal) e IC(lit): indices cromatografi-
cos calculados e da literatura [27], respectivamente.
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Figura 17. TIC de EMRR obtido por DLLME/CG-EM, utilizando acetona como solvente dispersor.

55.0

As identificagbes desses constituintes quimicos de EMRR foram confirmadas

pela reacao de derivatizacao utilizando o reagente BSTFA e analisado por CG-EM.

Tabela 13. Constituintes de EMRR identificados por DLLME/CG-EM, tendo acetona como solvente

dispersor.

Pico tr IC(cal) IC(lit) Nome Area total (%)

1 6,295 + 0,008 1262 *+ 0,563 1259 4,6-dimetildodecano (1) 0,410 + 0,135

2 9,009 £ 0,008 1506 * 0,562 1512  2,4-di-terc -butil-fenol (2) 1,023 £ 0,476

3 17,091 £ 0,025 1950 + 0,995 1951 &cido hexadecandico (3) 0,800 + 0,090

4 17,970 £ 0,017 1985 + 0,658 1990 hexadecanoato de etila (4, 0,163 + 0,051

5 21,884 £ 0,015 2153 + 0,859 2157 &cido octadecandico (6) 0,443 + 0,186

6 31,267 +0,021 * _ esqualeno (7) 0,593+ 0,137

7 50,212 + 0,062 * _ friedelina (13) 0,478 + 0,031

Total 3,911 £ 0,158

Nota: tg: tempo de retencéo; Area total: area total normalizada; IC(cal) e IC(lit): indices cromatografi-
cos calculados e da literatura [27], respectivamente.
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6.2 Estudo fitoquimico do extrato metandlico Maytenus rigida

Nesse trabalho utilizou-se um banco de dados de espectros de RMN de *3C

de TTPC's (MATCH-5) [7]. As elucidacbes estruturais foram feitas mediante compa-

racdo com os dados da literatura e um banco de dados de deslocamento quimico de
13
C.

6.2.1 Mistura de friedelina (13) e 3B-friedelinol (11)

A comparacao por CCD (Figura 18, p.47) com amostras auténticas permitiram
identificar F1 (cristais de coloragéo branca) como sendo uma mistura de friedelina e
3B-friedelinol, dois TTPC pertencentes a classe dos friedelanos, comuns em Celas-

traceae [9].

Figura 18. Fotografia da cromatoplaca CCD em silicagel 60G, eluente: CHCl;:Hexano (9:1), revela-
dor: solucgédo hidroalcodlica acida (HsPO,4 1,5 %) de vanilina (1,5%) seguida de aquecimento em estufa
a 100°C. 1: padrdo da mistura friedelina e 3B-friedelinol, 2: composto 7, 3: mistura de 11 e 13, 4: fra-
¢do em acetona.

O espectro na regido do IV (Figural9, p.49) da mistura 11 e 13 apresentou
banda centrada em 3471 cm-1 caracteristica de estiramento de ligacdo OH (hidroxila

de &lcool), e em 2921,1 cm™, caracteristica de estiramento assimétrico da ligacdo
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CH de grupos CH, alifaticos; em 2869,6 cm™ , caracteristica de estiramento simétri-
co da ligacdo CH de grupos CH, e CHj; alifaticos; apresentou também bandas em
1450,0 e 1384,7 cm™ caracteristicas de deformacdo angular no plano de ligagéo
simples CH de grupos alifaticos. O espectro no IV também apresentou uma banda
em 1705,7 cm™ caracteristica de deformacdes axiais de carbonila de cetona.

O espectro de RMN de 'H (Figura 21, p.51) apresenta um multipleto entre &
3,75 a © 3,72 (11) caracteristico de hidrogénio carbindlico. Na regido entre 6 0,73 e
1,22 sao encontrados varios sinais correspondentes a metilas e sinais entre & 1,22 e
2,40, correspondentes aos hidrogénios metilénicos e metinicos. Apresentou ainda
um quarteto centrado em & 2,25 referente ao H-4 (13). Nao sdo observados sinais
referentes a atomos de hidrogénio vinilico. A partir desses dados, pode-se inferir que
se tratava de uma estrutura triterpénica do tipo friedelanica.

No espectro de RMN de *3C (figura 22 e 23, p.52), os sinais em d 212,99 e &
72,17, foram atribuidos aos carbonos oxigenados (C-3) da friedelina e do 33-
friedelinol, respectivamente. Através dos dados ja descritos na literatura [7, 20] (Ta-
bela 14, p.50) por comparagcédo permitiu propor 3B-friedelinol (11) e friedelina (13)

COMmo 0S constituintes dessa mistura.
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Figura 19. Espectro de absor¢éo de 11 e 13 na regido do IV.
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Tabela 14. Comparac&o entre os valores de 5 de °C de 11 e 13 (CDCls, 125 MHz) e 0s respectivos
valores publicados para a mistura 3B-friedelinol e friedelina (CDCl3, 100 MHz) [7].

5C
Carbono 11 3B-friedelinol [7] 13 friedelina [7
1 15,80 15,81 22,29 22,30
2 36,09 36,10 41,53 41,54
3 72,75 72,77 213,20 213,22
4 49,17 49,20 58,23 58,25
5 37,84 37,85 42,15 42,16
6 41,73 41,75 41,30 41,32
7 17,55 17,56 18,24 18,25
8 53,20 53,22 53,12 53,13
9 37,10 37,12 37,46 37,47
10 61,36 61,38 59,49 59,51
11 35,34 35,36 35,63 35,65
12 30,64 30,65 30,51 30,52
13 39,67 39,70 39,70 39,72
14 38,37 38,39 38,31 38,32
15 32,34 32,35 32,43 32,44
16 35,56 35,58 36,02 36,03
17 30,03 30,04 30,00 30,01
18 42,83 42,85 42,83 42,82
19 35,20 35,21 35,34 35,36
20 28,18 28,19 28,18 28,18
21 32,82 32,84 32,78 32,78
22 39,28 39,30 39,28 39,27
23 11,61 11,62 6,82 6,83
24 16,39 16,40 14,65 14,67
25 18,24 18,26 17,94 17,96
26 20,12 20,13 20,26 20,28
27 18,65 18,65 18,65 18,67
28 32,09 32,10 32,09 32,10
29 35,02 35,03 35,02 35,03
30 31,79 31,80 31,79 31,79
80,00 -
70,00 - 200,00 -
£ 60,00 - y=0,9997x - 0,005 g
2 RR=1 = y=1x-0,0098
.é’ 50,00 - o 150,00 R2=1
S 40,00 £
3 < 100,00 -
3 30,00 9 )
$ 20,00 .
w0 10,00 g 50,00 -
0,00 ; ; ; ; ; ; ; ‘
000 10,00 20,00 3000 4000 50,00 60,00 70,00 80,00 0,00 ‘ ‘ ‘ ‘
& de BCde 11 0,00 50,00 100,00 150,00 200,00
5de 3Cde 13
(a) (b)

Figura 20. (a) gréfico de disperséo entres os valores de § de™C de 11 e 3B-friedelinol [7]. (b) de 13 e
friedelina [7].
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Figura 21. Espectro de RMN de 'Hde 11 e 13 (CDCl3, 500 MHz).
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Figura 23. Espectro de RMN de **C de 11 e 13 (CDCls, 125 MHz).

Uma aliquota da mistura 11 e 13 foi analisada por CG-EM e os espectros de

massas obtidos a partir do cromatograma de ions totais (TIC).

qagmm!
2 (11)

225

200

abundancia

(13)

50 75 100 12‘5 15‘0 17‘5 2I]I,I] 22‘5 25‘0 w5 300 325
tempo (min)
Figura 24. Cromatograma de ions totais (TIC). Nota: obtido por CG-EM de 11 e 13. Condig¢8es: Colu-
na SPB-tm5, capilar, 30 m x 0,25 mm de didmetro interno, filme de 0,25 um dimetilpolisiloxano (95%),
e fenila (5%) SHIMADZU. Temperaturas: coluna: Inicial a 190 °C, final até 290 °C por 5 min, a uma
taxa de 5 °C/min. Detector e injetor operaram a 280 °C.
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Figura 25. EM associado ao pico em tg = 32,70 min do TIC do 3B-Friedelinol (11).

Dados:
MM: 428g/mol

Formula: C3gHs5,0
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Figura 26. EM associado ao pico em tg = 33,30 min do TIC de Friedelina (13).

Dados:
MM: 426g/mol

Formula: C3oH500
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6.2.2 esqualeno, (7)

O Sobrenadante da fracdo hexanica (F1/C-1) que consistiu em um 6leo ama-
relado e viscoso, soluvel em cloroférmio, que, apds andlise por CG-EM foi identifica-
do como sendo o triterpeno aciclico esqualeno (7).

Esse triterpeno aciclico € um antioxidante natural encontrado em faixas am-
plas de 6leos vegetais, como por exemplo: na semente de linhaca, semente de uva,
Oleo de soja e azeite de oliva [29].

O cromatograma de ions totais (TIC, Figura 27, p.54), adquirido por CG-EM
de 7, apresentou o pico em tg = 35,82 min. O EM desse pico (Figura 28, p.55) apre-
sentou a seguinte fragmentacdo m/z 69,07 (100%), m/z 81,07 (63,70%), 121,10
(12,26%), 137,13 (9,90%), 273,26 (0,33%); 341,32 (0,71%) e 410,35 (tragos). A con-
sulta ao banco de dados da biblioteca da NIST11, residente no cromatografo, identi-
ficou o espectro de massas de 7 como sendo equivalente ao do esqualeno com simi-
laridade de 96%. Os valores destes ions coincidiram com a literatura referente ao
esqualeno [6]. Na Figura 29, p.55 consta a proposta de fragmentacédo do esqualeno
para os principais ions da espectrometria de massas por impacto eletrénico (EM-IE)
obtida de 7.

(x1,000,000)
TiC

7.0

6.09

35.821

5.0

4.0

3.0

2.0

abundancia

1.0

0.

15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 45.0 50.0 55.0 60.0 65.0

tempo (min)

Figura 27. Cromatograma de ions totais (TIC) obtido por CG-EM de 7. Nota: Condi¢8es: Coluna SPB-
tm5, capilar, 30 m x 0,25 mm de didmetro interno, filme de 0,25 ym dimetilpolisiloxano (95%), e fenila
(5%) SHIMADZU. Temperaturas: coluna: Inicial a 100 °C, final até 285 °C por 1 min, a uma taxa de 5
°C/min. Detector e injetor operaram a 290 °C.
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6.2.3 3B-Friedelinol (11)

O composto 11 foi obtido do Fracionamento em coluna (C-3) da amostra
G4/C-2, correspondente as fracdes F10 a F15 que foram coletadas como um sélido
branco cristalino. A comparacao do solido 11 com uma amostra auténtica através de
CCD confirmou a identidade desse sélido como sendo 3B-friedelinol (11).

O espectro de RMN de 'H (Figura 31, p.58) mostrou um multipleto entre &
3,76 a d 3,71, que foi atribuido ao hidrogénio carbindlico (H-3). Na regido de valores
de deslocamentos quimicos dos hidrogénios alifaticos foram observados sete sim-
pletos atribuidos aos hidrogénios de grupos metila em & 0,87 (H-25), 0,96 (H-29),
0,98 (H-24), 1,00 (H-26), 1,01 (H-30), 1,03 (H-27) e 1,21 (H-28) e um dupleto, obser-
vado por comparacao com a literatura em & 0,93 (H-23) [7, 20].

No espectro de RMN de *3C (Figura 32, p.59) foram observados seis sinais de
carbonos quaternarios, cinco metinicos, onze metilénicos e oito metilicos, caracteris-
ticos de triterpeno pentaciclico da série friedelano. O espectro apresentou também
sinal em & 72,77; referente a carbono ligado a hidroxila (C-3) Através dos dados ja
descritos na literatura [7, 20] (Tabela 15, p.57) por comparacao permitiu identificar
esse composto 38-friedelinol (11). A comparacéo entre os valores de 5 de **C de 11
com os da literatura mostrou uma excelente correlacao linear (R? = 1,00; Figura 30,
p.57).
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Tabela 15. Comparacao entre os valores de d de °C de 11 (CDCls, 125 MHz) e os respectivos valo-
res publicados para o 3B-friedelinol (CDCl;, 100 MHZz) [7].

5°C
Carbono 11 3B -friedelinol
1 15,79 15,81
2 36,08 36,10
3 72,76 72,77
4 49,17 49,20
5 37,83 37,85
6 41,73 41,75
7 17,55 17,56
8 53,20 53,22
9 37,10 37,12
10 61,35 61,38
11 35,34 35,36
12 30,64 30,65
13 39,67 39,70
14 38,37 38,39
15 32,34 32,35
16 35,56 35,58
17 30,02 30,04
18 42,82 42,85
19 35,19 35,21
20 28,18 28,19
21 32,82 32,84
22 39,28 39,30
23 11,61 11,62
24 16,39 16,40
25 18,24 18,26
26 20,11 20,13
27 18,64 18,65
28 32,09 32,10
29 35,02 35,03
30 31,79 31,80

80,00 -
— 70,00 -
~

—

B 60,00 -
£
850,00 -

Q

i40,00 1
™
o 30,00 -
ko]
ao 20,00 -
010,00 -

0,00

y =1,0002x +0,0108
R2=1

0,00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00 60,00 70,00 80,00
d1¥Cde 11

Figura 30. Gréfico de dispersdo entre os valores de & de ¥C de 11 e os respectivos valores publica-
dos para o 3B-friedelinol [7, 20].
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Figura 32. Espectro de RMN de **C de 11 (CDCl,, 125 MHz).

6.2.4 Mistura B-amirina, 3B-hidroxi-olean-12-eno (9) e 3B-Lup-20(29)-en-3-ol (lupeol
(10))

23 ;4 10

A mistura de 10 e 9 consistiu em um solido de coloracdo branca, que foi obti-
do do fracionamento em coluna (C-3) da amostra G4/C-2, correspondente as fracdes
F17 a F25.

O espectro de RMN de 'H (Figura 34, p.62) registrou dois sinais multipletos
sobrepostos em & 3,20, atribuidos aos hidrogénios carbindlicos H-3 de 9 e 10. Foi
também observado um dupleto triplo em & 2,39 atribuido ao hidrogénio metinico H-
19 de 10. Apresentou também um sinal em & 4,57 que foi atribuido ao hidrogénio H-
29a de 10, em posicao cis em relacdo aos hidrogénios do grupo metila H-30 e um
multpleto em & 4,70 (multipleto) atribuido a H-29b de 10. Também foi possivel verifi-
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car um sinal de hidrogénio olefinico em & 5,14 (tripleto largo) que foi atribuido ao hi-
drogénio H-12 de 9.

Os espectros de RMN de *3C (Figura 35, p.62) apresentaram dois sinais de
carbonos ndo hidrogenados de ligacdo dupla em & 159,96 C-20 de 10, em & 109,50
C-29 de 10 e dois sinal de carbono carbindlico em & 79,07 e 79,01 (C-3) de 9 e 10
respectivamente. Verificou-se também os sinais de carbonos de grupos CH olefini-
cos em 0 121,72 (CH) e 6 145,19 (C), totalizando sessenta sinais de carbono, suge-
rindo se tratar de uma mistura de dois TTPC’s das séries oleanano e lupano. Os da-
dos discutidos acima e a comparacéo entre os valores de & de **C de 9 e 10 com os
valores da literatura (Tabela 16, p.61), mostrou uma excelente correlacéo linear (R*=
1,00; Figura 33, p.61) e confirmou a identificacdo como sendo a mistura de lupeol e

B-amirina.
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Tabela 16. Comparacdo entre os valores de 5 de *C de 9 e 10 (CDCls, 125 MHz) com 0s respectivos
valores publicados para os compostos lupeol e S-amirina (CDCl3z, 100 MHz) [7].

5'%C
Carbono 9 B-amirina [7] 10 lupeol [7]
1 38,60 38,59 38,72 38,73
2 26,95 26,93 27,42 27,43
3 79,07 79,05 79,01 79,01
4 38,77 38,78 38,86 38,87
5 55,20 55,17 55,31 55,32
6 18,38 18,38 18,32 18,33
7 32,67 32,65 34,30 34,30
8 39,67 39,79 40,85 40,85
9 47,64 47,63 50,45 50,46
10 36,96 36,94 37,18 37,19
11 23,54 23,53 20,94 20,95
12 121,73 121,73 25,16 25,17
13 145,19 145,20 38,07 38,07
14 41,73 41,71 42,84 42,85
15 27,25 27,22 27,46 27,46
16 26,17 26,16 35,59 35,60
17 32,50 32,49 43,01 43,01
18 47,24 47,23 48,32 48,33
19 46,84 46,79 47,73 47,78
20 31,08 31,08 150,96 150,96
21 34,75 34,73 29,86 29,87
22 37,15 37,14 40,01 40,02
23 28,10 28,10 27,99 28,00
24 16,62 16,60 15,36 15,37
25 15,50 15,50 16,12 16,12
26 16,82 16,81 15,99 15,99
27 25,99 26,00 14,55 14,56
28 28,40 28,39 18,00 18,01
29 33,34 33,35 109,32 109,32
30 23,69 23,69 19,31 19,32
160,00 - 160,00 -
140,00 - 140,00 -
%120,00 1 y=1,0001x- 0,01 ~ 120,00 4 y=1,0001x-0,01
£ 10000 | R=1 ?_100,00 ] Ri=1
E 80,00 | E 80,00 |
3 60,00 - o 6000
g 40,00 | i) 40,00 -
© 20,00 - 20,00 -
0,00 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 0,00 ; ; ; ; ; ; ; ‘
000 2000 4000 6000 80,00 100,00 120,00 14000 160,00 000 20,00 4000 60,00 80,00 100,00 120,00 140,00 160,00
515 de 0 51C de 10
(a) (b)

Figura 33. Comparacao grafica da dispersao entre os valores de 6 de ¥C de 9 (a) e 10 (b) e os res-
pectivos valores da literatura para a mistura de lupeol e S-amirina [7].
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6.2.5 Acido 3,4-seco-friedelan-3-6ico (23)

O Constituinte 23 foi isolado na forma um solido de coloracao branca, que foi obtido
do fracionamento de C-3 da amostra G4/C-2, correspondente as fracfes F36 a F34.
A andlise do espectro de RMN de *H (Figura 37, p.65) foi, entéo, conduzida com ba-
se nas seguintes observagdes: registro de um multipleto em & 2,40 atribuido ao hi-
drogénio alfa-carbonilico e um simpleto centrado em & 12,02 atribuido ao hidrogénio
do grupo OH de &cido carboxilico.

Através do espectro de RMN de *3C (Figura 39, p.65) associado ao DEPT-135 (Figu-
ra 38, p.65), foi possivel detectar sinais correspondentes a trinta carbonos, sendo
sete ndo hidrogenados, trés metinicos, doze metilénicos e oito metilicos, o que é
compativel com a estrutura de um triterpeno pentaciclico do tipo 3,4-seco-friedelano.
O sinal em & 179,20 atribuido ao carbono do funcdo acido carboxilico, e um sinal
altamente protegido em & 7,58 referente a C-23. Os Valores de deslocamento quimi-
co de carbono de 23 foram listados comparativamente com os valores relatados pa-
ra o acido 3,4-seco-friedelan-3-6ico na literatura [30] (Tabela 17, p.64). Além disso,
anédlise de dispersdo apresentou uma excelente correlacdo (R%= 1,00; Figura 36,
p.64) confirmando a identificacdo de 23 como sendo o &cido 3,4-seco-friedelan-3-

dico.
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Tabela 17. Comparagao entre os valores de d de °C de 23 (CDCl,, 125 MHz) e os respectivos valo-
res publicados para o acido 3,4-seco-friedelan-3-6ico (CDCl;, 100 MHz) [30].

8
Carbono 23 Literatura [30]
1 21,05 21,03
2 38,30 38,28
3 179,17 179,41
4 37,81 37,80
5 39,61 39,56
6 39,04 39,10
7 18,09 18,08
8 52,97 52,55
9 37,40 37,46
10 59,79 59,37 20000 -
11 35,29 35,28 2 180,00
12 30,00 29,97 2 16000 | y=10009x-0071
13 38,92 38,90 £ 14000 RE=1
14 39,28 39,26 8 512000 -
15 32,27 32,24 &% 10000 -
16 36,04 36,03 85 8000 -
17 30,20 30,18 ® 6000 7
18 42,82 42,79 g 40007
O 20,00 -
19 35,16 35,14 5 o0 | | | |
20 28,15 28,14 0,00 50,00 100,00 150,00 200,00
21 32,83 32,81 5 13C de 23
22 39,04 39,01
23 7,58 7,40
24 19,36 19,33
25 17,93 17,92
26 20,13 20,13
27 18,74 18,74
28 32,11 32,09
29 34,96 34,96
30 31,84 31,82

Figura 36. Grafico de dispersdo entre os valores de 6 de 3C de 23 e 0s respectivos valores publica-
dos para o acido 3,4-seco-friedelan-3-6ico [30].
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6.2.6 Mistura de 3B-sitosterol (8) e acido 3,4-seco-friedelan-3-6ico (23)

A mistura de 8 e 23 apresentou-se na forma um soélido de coloracdo branca,
gue foi obtido do fracionamento em C-3 da amostra G4/C-2, correspondente as fra-
¢Oes F35 a F40 da coluna C-3 que foram agrupadas (G4).

O espectro de RMN de 'H (Figura 41, p.68) apresentou um multipleto em
2,40 atribuido ao hidrogénio alfa-carbonilico H-2 (23), um sinal em & 3,54 que foi
atribuido a hidrogénio carbindlico H-3 e um sinal em & 5,36 referente a hidrogénio
olefinico H-6 (8). Verificou-se também um simpleto centrado em & 12,00 atribuido ao
hidrogénio de &cido carboxilico. Todos esses dados evidenciados, mais a compara-
cao feita com os relatos na literatura sugeriram trata-se de uma mistura de 8 e 23.

No espectro de RMN de *C (Figura 42, p.68) o sinal em & 121,73 e em &
140,73 confirmaram a presenga de dupla ligagdo e o sinal em & 71,85 foi atribuido
ao carbono ligado hidroxila C-3 de 8. Foi possivel detectar um sinal em & 179,17,
referente ao carbono da funcado acido carboxilico C-3 de 23. Através da comparacao
dos valores de & de *C de 8 e 23, com os valores encontrados para o 3-sitosterol e
o acido 3,4-seco-friedelan-3-6ico e na literatura [7, 30] (Tabela 18, Figura 40, p.67)
foi possivel atribuir como sendo uma mistura de 3@B-sitosterol e o acido 3,4-seco-

friedelan-3-6ico.
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Tabela 18. Comparacdo entre os valores de 5 de °C de 8 e 23 (CDCls, 125 MHz) com 0s respectivos
valores publicados para os compostos 33-sitosterol e o acido 3,4-seco-friedelan-3-6ico (CDCI3, 100

MHz) [7, 30].
5 3c
Carbono 8 Literatura [7] 23 Literatura [30]
1 37,26 37,28 21,05 21,03
2 31,64 31,70 38,30 38,28
3 71,85 71,83 179,17 179,41
4 42,32 42,34 37,81 37,80
5 140,73 140,78 39,61 39,56
6 121,73 121,73 39,04 39,10
7 31,92 31,93 18,09 18,08
8 31,92 31,93 52,97 52,55
9 50,14 50,17 37,40 37,46
10 36,51 36,53 59,79 59,37
11 21,09 21,11 35,29 35,28
12 39,78 39,80 30,00 29,97
13 42,27 42,33 38,92 38,90
14 56,78 56,80 39,28 39,26
15 24,31 24,32 32,27 32,24
16 28,25 28,26 36,04 36,03
17 56,07 56,09 30,20 30,18
18 11,86 11,87 42,82 42,79
19 19,39 19,41 35,16 35,14
20 36,15 36,16 28,15 28,14
21 18,78 18,80 32,83 32,81
22 33,96 33,98 39,04 39,01
23 26,10 26,13 7,58 7,40
24 45,86 45,88 19,36 19,33
25 29,17 29,20 17,93 17,92
26 19,81 19,82 20,13 20,13
27 19,04 19,05 18,74 18,74
28 23,08 23,10 32,11 32,09
29 11,99 12,00 34,96 34,96
30 31,84 31,82
160,00 - , 200,00
[y}
__ 140,00 - E :'?J'JJ L o
%120,00 ] ¥=0.9999 00176 Ej :jjj o e
‘Q‘ 100,00 - QE 120,00
® 80,00 22 10000
) R
o 60,00 - =
mg 40,00 - B
Z 40 2 oo
20,00 - o 20,00
0,00 ‘ ‘ ‘ o 0,00 . )
0,00 50,00 100,00 150,00 0,00 50,00 100,00 150,00 200,00
515C de 8 & 130 de 23
(a) (b)

Figura 40. Comparagao grafica da dispersdo entre os valores de d de °C de 8 (a) e 23(b) e os res-
pectivos valores da literatura para a mistura de 3B-sitosterol e o acido 3,4-seco-friedelan-3-6ico [7,

30].
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6.2.7 3B-sitosterol (8)

O Constituinte 8 consistiu um sélido de coloracao branca, que foi obtido do
fracionamento de C-3 da amostra G4/C-2, correspondente as fracbes F41 a F50 da
coluna C-3 que foram agrupadas (G5).

O espectro de RMN de *H (Figura 44, p.71) apresenta um actimulo de sinais
relativos a atomos de hidrogénio metinicos, metilénicos e metilicos, na regido de &
0,68 a 2,32, o que evidenciou haver estrutura alifatica na substancia 8. O multipleto
em 6 5,36 foi atribuido a um hidrogénio olefinico H-6 e o sinal em & 3,53 (tripleto tri-
plo), referente a um hidrogénio oximetinico H-3 de 8.

No espectro de RMN de *3C (Figura 45, p.71), os sinais em d 122,1 e d 141,6
sao caracteristicos de atomos de carbono olefinicos (C-6 e C-5, respectivamente) de
8. Apresentou um sinal em & 71,83 foi atribuido ao carbono carbindlico C-3. Os valo-
res de deslocamento quimico encontrados para carbono e hidrogénio de 8 estédo de
acordo com ao relatados na literatura para o composto S-sitosterol [7] e encontram-
se listados na Tabela 19, p.70, mostrou uma excelente correlacéo linear (R =1,00;

Figura 43, p.70), confirmando a identificagdo de 8 como sendo o SB-sitosterol.
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Tabela 19. Comparac&o entre os valores de 5 de *C de 8 (CDCl, 125 MHz) com os respectivos valo-
res publicados para 3B-sitosterol (CDCls, 100MHZz) [7]

5 3C
Carbono 8 Literatura [7]

1 37,26 37,28

2 31,64 31,70

3 71,85 71,83

4 42,32 42,34

5 140,73 140,78

6 121,73 121,73

7 31,92 31,93

8 31,92 31,93

9 50,14 50,17

10 36,51 36,53

11 21,09 21,11

12 39,78 39,80

13 42,27 42,33

14 56,78 56,80

15 24,31 24,32

16 28,25 28,26

17 56,07 56,09

18 11,86 11,87

19 19,39 19,41

20 36,15 36,16

21 18,78 18,80

22 33,96 33,98

23 26,10 26,13

24 45,86 45,88

25 29,17 29,20

26 19,81 19,82

27 19,04 19,05

28 23,08 23,10

29 11,99 12,00

160,00
_ 140,00 -
& 5000 | y = 0,9999x - 0,0176
s R2=1
% 100,00 -
2
9D 80,00
Q.
™
S 60,00 -
=)
& 40,00
=)
20,00 -
0,00 ‘ ‘ ‘
0,00 50,00 100,00 150,00

513C de 8

Figura 43. Gréafico de dispersdo entre os valores de 5 de *C de 8 e os respectivos valores publicados
para o 3@B-sitosterol [7].
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Figura 45. Espectro de RMN de B¥C de 8 (CDCls, 125 MHz)

6.3 Ensaios biolégicos

6.3.1 Avaliacdo antioxidante

Na analise qualitativa da atividade antioxidante realizada em CCD, foi possi-
vel observar a mudanca de coloracdo do DPPH apds contato com as amostras, pas-
sando de violeta para amarelo. Todos os extratos apresentaram coloracdo amarela-

da nos pontos de aplicagdo comparada a dos padrées.
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A mudanca de cor nas placas indica o potencial antioxidante da amostra fren-
te ao radical DPPH, mudando a coloragao de violeta para amarelo nos pontos em
que o DPPH é reduzido pelas substancias responsaveis por essa atividade. Esse
teste pode ser considerado como uma avaliagdo preliminar na busca de substancias
antioxidantes.

Os resultados da avaliacdo quantitativa do potencial antioxidante das amos-
tras encontram-se descritos na Tabela 20, p.72. Os dados estdo demonstrados na
forma de percentual de inibicdo do radical DPPH frente as amostras e padrdes ava-

liados nas trés concentracdes diferentes.

Tabela 20. Percentual médio de inibicao do radical DPPH frente aos padrdes quercetina e acido gali-
€O e aos extratos de M. acanthophylla, M. truncata e M. rigida.

Conc. % de inibicao

(ve/mL) [Quercetina Ac. Galico  EMA EMT EMR AMA AMT

100 943+0,6 94,2 +1,5 96,8 £0,3 86,8 £1,5 97,2 £0,02 774 +1,6 783 £1,3
10 929 +1,1 91,5+1,1 531 +1,1 78,2 £+0,02 76,1%1,0 37,1 £,04 415 0,4

1 44,8 £+1,1 473 +16 454 +14 438 +1,1 49,1 +20 31,1 +18 37,008

Legenda: EMA: Extrato Etandlico Maytenus acanthophylla; EMT: Extrato Etanélico Maytenus trunca-
ta; EMR: Extrato metandlico Maytenus rigida; AMA: Extrato Aquoso Maytenus acanthophylla; AMT:
Extrato Aquoso Maytenus truncata.

Os extratos aquosos AMA e AMT apresentaram percentual de inibicdo do ra-
dical DPPH menor que o percentual dos padrées e extratos etandlicos testados nas
trés concentragdes. Em todas as concentragdes testadas, 100, 10 e 1 pg/mL, o ex-
trato AMT apresentou maior efetividade na captura dos radicais livres de DPPH, com
78,3 +1,3%, 41,4 + 0,4% e 37,0 + 0,8%, respectivamente, quando comprado ao ex-
trato AMA que teve percentuais de 77,4 + 1,6%, 37,1 + 0,4 e 31,1 + 1,8%, respecti-
vamente.

E possivel observar com os resultados obtidos que os extratos etanélicos e
metandlico apresentaram um percentual de inibicdo do radical DPPH maior que os
extratos aquosos nas trés concentracoes.

Na concentracdo de 100 ug/mL, os extratos EMA e EMR inibiram 96,8 + 0,3%
e 97,2 £ 0,02%, respectivamente, do radical DPPH, apresentando percentuais de
inibicAo maiores que os padrdes: acido galico, com 94,1 + 1,5% e quercetina, com
94,1 + 0,6%. Quando comparados entre si, 0 extrato etanolico EMR apresentou mai-

or percentual de inibi¢do na concentragdo de 1 e 100 pg/mL, com 49,1 + 2,0% e 97,2
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*+ 0,02%, respectivamente. Ja na concentragdo de 10 uyg/mL o extrato EMT foi mais
efetivo no sequestro dos radicais livres de DPPH, com percentual de 78,2 + 0,02%.
Na Figura 46, p.73 € possivel observar os efeitos dos padrdes e das amostras

testadas em trés concentracdes diferentes frente a captura dos radicais DPPH.

INIBICAO DO RADICAL DPPH (%)

1 pg/mL 10 ug/mL = 100 pg/mL

Figura 46. Percentual de inibi¢cdo de radicais livres de DPPH

Os dados referentes a captura dos radicais DPPH, aos pares, foram submeti-
dos a andlise estatistica realizada pelo teste-t (Student), o resultado obtido mostrou
que os extratos AMA e AMT nao apresentaram diferengas significativas nas varian-
cias e médias entre si, dentro do limite de confianca estabelecido (95%). Ou seja, 0s
extratos aquosos liofilizados das espécies M. acanthophylla e M. truncata tém gran-
de probabilidade de apresentarem atividades antioxidantes semelhantes frente a
radicais livres.

Os resultados encontrados para os percentuais de inibicdo de radicais livres
DPPH dos extratos de M. acanthophylla, M. truncata e M. rigida indicaram que esses
extratos possuem grande potenciais antioxidantes, principalmente os extratos meta-
nolico e etandlicos. Essa capacidade de sequestro de radicais livres (DPPH) pode
estar relacionada a presenca de varios componentes com atividades antioxidantes

comprovadas, como 0s compostos fendlicos, a exemplo de flavonoides [9].e 2,4-di-
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terc-butil-fenol (2) [28], e de compostos com ligacdes duplas conjugadas como o es-
qualeno (7) [29].

As espécies do género Maytenus sao conhecidas pela presenca de diversos
compostos fenolicos e flavonoides que apresentam atividade antioxidante [7, 9] re-
forcando os resultados encontrados neste trabalho. Além disso, a atividade antioxi-
dante também esta relacionado o poder anti-inflamatério ou de protecdo do sistema
gastrico em Ulceras e gastrites relacionado a diversas espécies desse género, como
M.ilicifolia, M. aquifolium e M. acanthophylla, M. truncata e M. rigida, muito utilizadas

na medicina popular [31].

6.3.2 Avaliacéo do efeito gastroprotetor de AMA

O tratamento com o extrato aquoso liofilizado das folhas de M. acanthophylla
(AMA) (100 — 100 mg/Kg) ndo diminuiu de forma significativa as lesées induzidas
pela administracdo de solucdo de HCl/etanol na mucosa géstrica de camundongos
(Figuras 47(a) e 47(b), p.75). Por outro lado, o tratamento prévio dos animais com
carbenoxolona (250 mg/Kg) protegeu a mucosa gastrica dos efeitos lesivos da solu-
cao de HCl/etanol (Figuras 47(a) e 47(b), p.75).
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Figura 47. (a) Imagens representativas das lesdes induzidas na mucosa gastrica pela administragao
de HCl/etanol em animais. (b) indices de Ulcera (I.U.) em mm? obtidos nos diferentes grupos experi-
mentais. Nota: (a) Imagens representativas das lesdes induzidas na mucosa gastrica pela administra-
¢éo de HCl/etanol em animais controles (CTR), tratados com carbenoxolona (CBX, 250 mg/Kg, v.0.)
ou com extrato aquoso liofilizado das folhas de M. acanthophylla (100 — 1000 mg/Kg, v.0.). (b) indices
de dlcera (1.U.) em mm? obtidos nos diferentes grupos experimentais. Os resultados representam a
média £ EPM de 6-8 experimentos. *P<0,05 vs. controle (ANOVA seguida do teste de Dunnett).

6.3.3 Avaliacéo in vitro da atividade antiacida de AMA

A adicdo de aliquotas (0,1 mL) de AMA (44 mg/mL) aumentou o pH de uma
solucdo 3,8 x 10° mol/L de HCI de forma concentracdo-dependente (Figura 48,
p.76). Por outro lado, a adicdo de volumes idénticos de agua destilada néo alterou o

pH inicial (2,42) da solucao (Figura 48, p.76).
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Figura 48. Gréfico da avaliacao in vitro da atividade antidcida de AMA

Aumento do pH de uma solucdo de HCI (10 mL) apés a adicdo de aliquotas
(0,1 mL) de solucdo de extrato aquoso liofilizado de M. acanthopylla (44 mg/mL).
Note que a adi¢do de igual volume de agua destilada nao alterou o pH da solucao.

Analisados os resultados verifica-se que AMA pode ser utilizada como um an-

tiacido, tal efeito evidencia um potencial biofarmacéutico para essa espécie.

6.4 Determinacdo de micro e macroelementos nas folhas do género Mayte-
nus (celastraceae), tais como M. rigida, M. truncata e M. acanthophylla e

nas raizes M. rigida por ICP OES.

Na quantificacdo dos micro e macroelementos (Ca, Co, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na
e Zn) nas amostras MRF, MTF, MAF e MRR foi utilizada a técnica espectrometria de
emissao optica com plasma acoplado indutivamente (ICP OES), uma técnica muito
bem estabelecida para a determinacdo de metais. Além disso, essa técnica tem co-
mo vantagens: determinacdo multi-elementar, rapidez, sensibilidade e ampla faixa
linear de resposta.

Os resultados da quantificacdo dos micro e macroelementos em MRF, MRR,
MAF, MTF detectados por ICP OES, estdo mostrados na tabela 21, p.77 em valores

meédios e desvio padréo para trés replicatas.
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Tabela 21. Concentracdes (ug/g) dos elementos estudados nas amostras de folhas de M. rigida, M.
truncata e M. acanthophylla e na raiz M. rigida detectada por ICP OES.

Concentracgao(ug/g)
Elemento MRF MRR MAF MTF

Ca 8394,6 + 825,4 4069,8 £ 173,1 7970,3 + 1557,1 4869,8 + 710,5
Co 13,6 £ 0,7 15,0+0,1 14,7+1,8 129+0,5
Cu 33,5+3,0 522+224 38,5+ 10,2 51,3+ 12,7
Fe 475,8 + 48,52 5154,4 + 213,2 491,4 £ 150,1 241,1 + 62,7
K 2630,9 +221,1 1830,7 + 69,7 3468,5 + 622,5 1312,7 + 230,6
Mg 1067,4 + 113,8 483,0 £ 15,9 1267,1 + 227,0 1707,6 + 262,5
Mn 125,21+ 8,0 203,0+ 2,6 144,0 + 26,8 136,2 + 10,7
Na 1058,6 + 22,9 2308,9 + 183,1 4024,5 + 990,18 3054,0 £ 105,4
Zn 52,6 +£2,2 136,0 + 14,5 66,0 + 11,3 63,5+ 22,8

S&o escassos relatos sobre o conteado mineral de partes de plantas na litera-

tura. Os resultados apresentados na tabela 21 mostram que as concentracfes dos

macroelementos Ca, K, e Na, presentes nas amostras estdo na mesma ordem de

grandeza. MRF e MAF apresentam quantidades similares de Ca, K, Mg e Na, e MRR

apresenta o menor conteldo desses minerais, possivelmente isso se deve as dife-

rencas quimicas entre folhas e raizes. As concentracdes dos microelementos Cu, Co

e Mn entre as amostras também sdo comparaveis quanto a ordem de grandeza. Os

resultados de micro e macroelementos sdo compativeis com a literatura [32], entre-

tanto Fe e Zn sdo mais abundantes em MRR (raizes).
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7 CONCLUSAO

Os resultados apresentados na presente dissertacdo contribuem significati-
vamente para o estudo quimico e farmacolégico de Maytenus acanthophylla, M.
truncata e M. rigida porque origina novos conhecimentos relativos a existéncia de
novos constituintes quimicos, bem como as rela¢des entre as atividades bioldgicas e
0s potenciais antioxidantes encontrados.

Por outro lado, a pesquisa sistematica desenvolvida durante o mestrado per-
mitiu, de forma abrangente, atingir a formagédo académica e profissional do mestran-
do, porque envolveu conhecimentos tedrico-praticos relacionados a execu-
caolinterpretacdo de dados e técnicas de analise quimica, espectrometria e ensaios
farmacoldgicos, tais como, cromatografica liquida a baixa e média pressédo, DLLME,
CG-EM, RMN de 'H e *3C, ATR-FTIR, UV-Vis, ICP OES, testes de avaliacdo de po-
tencial antioxidante in vitro, atividade antiacida in vitro e acdo gastroprotetora in vivo
utilizando compostos derivados de plantas.

Aplicando o método DLLME/CG-EM foi possivel identificar 22 componentes
gue ocorrem concomitantemente ou isoladamente nos extratos de folhas das trés
espécies de Maytenus, sendo: 18 compostos no extrato metanélico de M. rigida; 14
no extrato etandlico de M. truncata e 13 no extrato etandlico de M. acanthophylla.
Também foram identificados sete constituintes quimicos no extrato etanélico da raiz
de M. rigida. A identificacdo desses 22 compostos foi confirmada por DLLME/CG-EM
seguida de derivatizacao por sililagdo utilizando BSTFA como fonte de trimetilsilicio.
Foi constatado pela pesquisa bibliografica que nove destes compostos (1, 2, 3, 4,
15, 16, 17, 19 e 20) sédo inéditos nas espécies estudadas. Destes, destacamos o 2,4-
di-terc-butil-fenol (2), inédito no género Maytenus, como sendo um composto fendli-
co antioxidante empregado na industria alimenticia e farmacéutica, também conhe-
cido pelo nome comercial de Prodox-146.

O estudo fitoquimico feito a partir do fracionamento por cromatografia liquida
do extrato metanolico de das folhas de M. rigida (EMR) e elucidag&o estrutural por
técnicas espectrométricas foi possivel isolar e identificar sete constituintes quimicos:
esqualeno (7), B-sitosterol (8), 8 -amirina (9), lupeol (10), B-friedelinol (11), friedelina
(13) e acido 3,4-seco-friedelan-3-0ico (23). Ressaltamos que o TTPC 23 foi conside-
rado inédito na espécie M. rigida.
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O ensaio quantitativo de DPPH in vitro demonstrou que as espécies de Ma-
ytenus apresentaram um significativo potencial antioxidante e esta acéo € atribuida a
compostos identificados na prospeccao fitoquimica e relatados na literatura, como
excelentes sequestradores de radicais livres.

Em relacdo a atividade antiulcerogénica in vivo os resultados apresentaram
efeito gastroprotetor insignificante, visto que o extrato é uma mistura complexa de
compostos que podem mascarar esta acao. Entretanto, este ensaio € inédito para a
espécie estudada e pode ser considerado como de relevante contribuicdo cientifica,
proporcionando subsidios para melhores investigacdes sobre as espécies Maytenus.

A atividade antiacida in vitro do extrato em estudo revelou uma potencial acao
neutralizante, podendo inferir que este resultado contribui para novos estudos desta
natureza podendo gerar um fitoterdpico e confirmar uso na medicina popular de M.
acanthophylla no tratamento de Ulceras e gastrites.

Portanto, todos os ensaios bioldgicos desenvolvidos reforcam uso farmacolé-
gico de Maytenus na medicina tradicional, bem como enfatizam a diversidade de
constituintes quimicos que sao responsaveis por estas acoes.

A determinacdo de micro e macroelementos nas folhas de M. rigida, M. trun-
cata e M. acanthophylla e nas raizes de M. rigida € inédito no género contribuindo

com novos conhecimentos cientificos.
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8 PERSPECTIVAS

O presente estudo atendeu os objetivos tracados no inicio da dissertacéo e
devido ao grande potencial das espécies Maytenus acanthophylla, M. truncata e M.
rigida € necessario a continuidade de novos estudos quimicos e farmacolégicos que
contribuirdo no desenvolvimento de novos farmacos, marcadores e reagentes quimi-
Cos.

A prospeccao fitoguimica identificou apenas os constituintes dos extratos de
EMA, EMR, EMT e EMRR, sendo importante isolar os compostos puros e elucidar as
estruturas. Diante disso, melhores investigagbes sobre a atividade gastropotetora,
antiacida e antioxidante poderao ser realizadas, bem como novos estudos farmaco-
l6gicos poderdo avaliar as varias atividades bioldgicas atribuidas ao género e que
nao ha relatos de estudos com as espécies Maytenus estudadas.

Enfim, existe a necessidade de novos estudos fisico-quimicos e terapéuticos
sobre os compostos isolados das espécies Maytenus encontradas na regido de Je-

quié-Ba.
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10 APENDICE A - TIC dos extratos sililados
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Figura 1A. TIC de EMA obtido por DLLME/BSTFA/CG-EM, utilizando metanol como solvente disper-

SOor.
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Figura 2A. TIC de EMA obtido por DLLME/BSTFA/CG-EM, utilizando acetona como solvente disper-

sor
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Figura 3A. TIC de EMT obtido por DLLME/BSTFA/CG-EM, utilizando metanol como solvente disper-

SOor.
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Figura 4A. TIC de EMT obtido por DLLME/BSTFA/CG-EM, utilizando acetona como solvente disper-

SOor.
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Figura 5A. TIC de EMR obtido por DLLME/BSTFA/CG-EM, utilizando metanol como solvente disper-

Sor.
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Figura 6A. TIC de EMR obtido por DLLME/BSTFA/CG-EM, utilizando acetona como solvente disper-

Sor.
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Figura 7A. TIC de EMRR obtido por DLLME/BSTFA/CG-EM, utilizando metanol como solvente dis-

persor.
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Figura 8A. TIC de EMRR obtido por DLLME/BSTFA/CG-EM, utilizando acetona como solvente dis-

persor.



11

mais em ensaios

@ Universidade Federal de Uberlandia
Pro-Reitoria de Pesquisa e Pds-Graduagao
Comiss3o de Efica na Utilizago de Animais (CEUA)
Rua Ceara, S/N - Bloco 2T, sala 113 — CEP 38405-315
Campus Umuarama — Uberdndia™G — Ramal (VolP) 3423;
e-mail.ceua@propp.ufu_br; www.comissoes. propp.uiu.br

ANALISE FINAL N° 198/14 DA COMISSAQ DE ETICA NA UTILIZACAD DE
ANIMAIS PARA O PROTOCOLO REGISTRO CEUAJUFU 103/14

Projeto Pesquisa: "Avaliacdo do efeito gastroprotetor do extrato aguoso
liofilizado e do cha das folhas de Maytenus acanthophylla Reissek”

Pesquisador Responsavel: Luiz Borges Bispo-da-Silva.
O protocolo nSo apresenta problemas de ética nas condutas de pesquisa com

animais nos limites da redagdo e da metodologia apresentadas. Ao final da
pesquisa devera encaminhar para a CEUA um relatdrio final.

SITUACAO: PROTOCOLO DE PESQUISA APROVADO.
0BS: 0 CEUA/UFU LEMBRA QUE QUALQUER MUDANCA NO PROTOCOLO

DEVE SER INFORMADA IMEDIATAMENTE AOQ CEUA PARA FINS DE
ANALISE E APROVACAD DA MESMA.

Uberldndia, 09 de dezembro de 2014.

|
Prof. Dr. César Augusto Garcia
Coordenador da CEUAUFU

87

ANEXO A- Andlise da comissao de ética na utilizacdo de ani-



Local: Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, Campus Jequié
Cidade: Jequié, Bahia Brasil
Data: 21 de Setembro de 2015

Edicao e impressao particular em Microsoft Office Word V. 2007.

Total: 87 paginas

88



