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RESUMO

Maytenus robusta Reiss (Celastaceae) ¢ uma planta
caracteristica da floresta ombrdfila densa (Floresta Atlantica), apresentando
maior densidade nas atuais areas em formagdes secundarias. Por ser do
mesmo género da espinheira-santa (Maytenus ilicifolia Reiss), uma planta
consagrada no tratamento das afecgbes gastricas, optou-se em avaliar sua
composi¢do quimica.

O fracionamento do extrato bruto hidroalcodlico de Maytenus
robusta Reiss proporcionou a obtengdo de varias fragdes as quais foram
analisadas por cromatografia gasosa de alta resolugio e métodos
espectroscopicos. |

A fragdo MR 1-10, apresentou alto conteudo em oleo,e foi
submetida a analise por CGAR-EM, resultando na identificagdo de uma
séric homologa de ésteres metilicos ramificados no carbono-a, ¢ de um
esterol. |

A fragdo MR 20-23 mostrou alto rendimento de um sélido
branco cuja analise por cromatografla gasosa indicou a presenga de uma
série de triterpenos sendo seis deles majoritarios. Esta fragdo foi submetida
a sucessivas purificagdes por cromatografia em coluna levando ao
isolamento e identificagdo de quatro triterpenos friedelanos: 3-oxo
friedelano (friedelina), 3,15-dioxo friedelano, 3-0x0-29-hidroxi friedelano e
3B-hidroxi friedelano (friedelinol). Um flavondide também foi isolado, a
quercetina.

Estas estruturas foram determinadas através da andlise dos
dados espectrais de IV, UV, RMN 'H , RMN *C DEPT, técnicas



xi
bidimensionais € Massas. O extrato bruto hidroalcodlico foi também
submetido a metodologia classica de extragdo de alcaldides.

A analise preliminar da fragdo alcaloidica, utilizando CCD com

reveladores especificos e CGAR-EM revelou a presenga de trés alcaldides

do tipo ansamacrolideos.
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ABSTRACT

Maytenus robusta Reiss (celastraceae) is a typical specie of dense
“ombrofila”forest (Atlantic Forest); appering in higher density in the areas in
secondary formation. This plant belongs to the some class of “espinheira-
santa”(Maytenus ilicifolia Reiss), wich is largely used in the treatment of
gastric affections.

From the crude hidroalcoholic extract of Maytenus robusta Reiss,
it was obtained various fractions wich were analysed by high performance gas
chromatography and spectrorcoplc methodology.

The MR 1-10 fraction, showed a high oil percentage and was
submitted to GC-MS analysis and resulted in a homologas series of branched
methil ester in carbon-a and a sterol.

The MR 20-23 fraction, showed high yield in a white solid wich
by GC analysis was identified as a triterpene series with six as a majority. This
fraction, was then submitted to various purifications by column chromatogaphy
where four triterpenes were isolated and identifled as: 3-oxo friedelano; 3,15-
dioxo friedelano; 3-oxo0-29-hidroxi friedelano; 3B-hidroxi friedelano. The
“quercetina”flavonoid was also isolated. .

The structures were confirmed by analysis of IR, UV, 'H nmr, °C
nmr, DEPT and mass spectra.

The crude hidroalcoholic extract was also analysed by classical
alkaloid extration methodology. The previous analyse of this fraction, by TLC
and GC-MS showed the presence of three alkaloids from “ansamacrolides”

type.



CAPITULO 1

INTRODUCAO

A vida do homem est4 intimamente ligada a seu ambiente, em
particular aos vegetais, os quais lhe proporcionam alimento, vestimenta,
materiais de construgio, efeito estético, visual ou olfatdrio, saude ou morte.
Os vegetais, em diversas formas tem sido fator decisivo nos fenémenos
sociais € econdumcos determinantes da evolugdo da humanidade. O
conhecimento e utilizagdo total do mundo vegetal é uma meta cheia de
recompensas intelectuais, materiais e econdmicas. |

A identificagdo de algumas plantas uteis ¢ outras daninhas,
comegou com a exploragdo e cultivo das primeiras, surgindo assim a
Agricultura. A observagdo de semelhangas e diferengas entre os vegetais e
entre estes e outras formas de vida terrestre, originou uma grande area de
estudo dentro da biologia, a Botanica, baseada na comparagdo da forma e
das partes dos vegetais.’

A histéria da Quimica abunda em intentos de separar
substincias puras dos vegetais. Entre eles destacamos o isolamento da
sacarose por Margraff em 1747, e a obtengdo por Scheele, entre 1769 e
1786, dos acidos latico, citrico, oxalico, malico, galico e tartarico. Em 1806,
Serturner marcou uma etapa importante na ciéncia, com a obtengdo do
primeiro alcaldide: a morfina. Anos depois, Pelietier e Caventou separaram
de outras plantas medicinais a quinina, estriquinina € outros alcaloides.
Liebig ¢ Woehler em 1832, separaram da goma de benjui o acido benzdico e
o benzaldeido. Das flores da dedaleira se isolou, em 1828, a digitalina.

Abreviando uma larga historia, a teoria estrutural da Quimica Organica



proposta em 1858, permitiu visualizar como estavam dispostos os dtomos na
molécula e inspirou a busca da estrutura e sintese dos produtos vegetais e
assim, em 1868, Liebermann e Graebe determinaram a estrutura da alizarina
e em 1873 realizaram sua sintese total.

Em 1923, Willstaetter smntetizou a cocaina, anteriormente
1solada por Niemann em 1860. A partir de 1917, Robinson passou a estudar
a biossintese de alcaldides, pigmentos vegétais' e outros produtos das
plantas, enquanto que outros pesquisadores trataram de encontrar a relagio
entre as substincias isoladas dos vegetais e sua classificagdo taxondmica,
suas condi¢des de cultivo e outros fatores externos. Se sabe que muitos dos
quinze mil compostos isolados de plantas até 1977, sdo produtos de
degradagdo que ocorrem durante o isolamento (muitos autores chamam de
artefatos de isolamento) o que tem sido atribuido a ag¢bes de enzimas,
agentes quimicos externos e/ou condigdes de manuseio. Se tem consciéncia
da imperfei¢do dos métodos atuais para o estudo dos componentes quimicos
das plantas; assim sera evidente o interesse que desperta o estudo quimico e
farmacoldgico dos vegetais em quimicos, botanicos, bioquimicos, médicos e
outros cientistas.’

Desde o inicio da cultura humana, as plantas t€ém sido utilizadas
pelo homem com varios objetivos para sua sobrevivéncia, mas seu uso
medicinal foi de todo modo mistificado legando poderes a bruxos,
feiticeiros, etc.

O uso popular folclorico das plantas constitui, em geral, a
referéncia mais indicada para a descoberta de novos principios ativos.
Partindo-se diretamente das plantas de uso popular ou através da sintese de
moléculas analogas as produzidas por essas plantas, foram obtidos
compostos de atividades farmacoldgicas bem estabelecidas tais como, a

digoxina, reserpina, tubocurarina e efedrina. De fato, 74% dos produtos
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biologicamente ativos, derivados de plantas foram obtidos com pesquisas
que visavam comprovar a autenticidade das informagdes populares de tal
forma que ao longo dos tempos, a farmacologia tem incorporado ao arsenal
terapéutico drogas de origem vegetal que, inicialmente foram utilizadas na
medicina popular como remédios ou mesmo reputadas como toxicas.’

Na antigmidade, quando a tecnologia estava voltada
principa]_rhente a produg@o do essencial, 0 homem tinha um comportamento
mais cuidadoso em relagdo as plantas; neste fim de ciclo, porém, a
civilizagdo inclinou-se totalmente para o consumo, € o respeito pela natureza
foi desaparecendo. Isso ndo impede, contudo, que procuremos um correto
relacionamento com o reino vegetal, preparando-nos assim, para os ciclos
futuros, nos quais esse reino apresentara novos exemplares, amda mais
coerentes com o desenvolvimento superior do homem.

A utilizagdo de plantas na medicina alternativa jamais perdeu
seu interesse haja visto que ndo menos de 24% das prescricdes médicas
utilizam-se de principios derivados de plantas e que 2.5% utilizam o extrato
bruto delas.’

Um grande numero de espécies das mais variadas familias
encontradas na flora mundial ainda é alvo de estudos no sentido de
desvendar suas propriedades sejam elas qm’mica, botdnica ou
farmacoloégicas.

Muitas espécies da famiha Celastraceae, por exemplo, sdo
conhecidas popularmente devido seu emprego no tratamento de disturbios
gastricos e tumores.”

Dentre as mais estudadas destacamos algumas espécies do
género Maytenus, Maytenus ilibifolia, Maytenus rothiana, Maytenus
canariensis, Maytenus loeseneri, Maytenus serrata, Maytenus buchananii,

Maytenus ovatus, Maytenus horrida, Maytenus boaria, Maytenus
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dispermus, Maytenus disticha, Maytenus senegalsis, Maytenus buxifolia.
No presente trabalho daremos inicio ao estudo quimico e farmacolégico da
espécie vegetal Maytenus robusta, uma planta de ocorréncia comum na

regido do Vale do Rio Itajai, no sentido de avaliar sua potencialidade.
‘1.1 - Consideragdes Gerais sobre a Familia e o0 Género Maytenus

Com o intuito de realizar estudos quimicos e farmacologicos da
espécie Maytenus robusta Reiss, iniciamos uma ampla pesquisa
bibliografica sobre a familia Celastraceae principalmente do género
Maytenus.

A familia Celastraceae compreende cerca de 60 géneros de
ampla distribui¢do nas regides tropicais e subtropicais de todo o mundo.
Exemplo frequente entre nés é o género Maytenus, com varias espécies
arbustivas ou arboreas nas matas e campos. Martius em suas excursdes pelo
Brasil dividiu a familia Celastraceae em tribos atendendo aos tipos
brasileiros.®

primeiro: tribo das Evonimeas

género Maytenus
segundo: tribo dos Eleodendros
géneros Plenckia, Eleodendra e Fraunhofera.

No Manual de Plantas Naturais Fanerogamicas de Alberto
Loefgren® seguindo Engler-Frantl, foram suprimidas as tribos e assinalados
os seguintes géneros: Maytenus, Plenckia, Faunhofera, Cassine e Goupla.

Dos géneros da familia das Celastraceas, Maytenus e Plenckia
parecem ser os de distribui¢do mais tropical, enquanto que as 370 espécies
sd0 encontradas em todas as zonas; os géneros Plenckia e Fraunhofera sdo

endémicos do Brasil.



Anilises quimicas realizadas em espécies do género Maytenus
mostram a presen¢a de metabolitos secundarios caracteristicos para varias
espécies, como ftriterpenos,” & * 1% alcaldides,!” > ' diterpenos,'

flavonoides > 47 16,17,18

€ sesquiterpenos.

Varias espécies do género Maytenus foram investigadas quanto
sua composi¢do micromolecular, sendo muito frequente a presenga de
triterpenos do tipo friedelano e de alcaldides, como mostram os dados da

literatura das espécies de Maytenus.'* %

1.2 - Consideracdes Gerais sobre a Espécie Maytenus robusta

0>, B Schatz

Maytenus robusta Reiss é uma planta caracteristica da Floresta
Ombrofila Densa (Floresta Atlantica), apresentando maior densidade nas
atuais areas em formagdes secundarias.

Por ser do mesmo género da Espinheira Santa (Maytenus
ilicifolia Reiss) optou-se em avaliar sua composi¢do quimica e perfil

farmacologico.
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Maytenus robusta Reiss, conhecida popularmente pelos nomes
de “Cancerosa”, “Cancrosa”, “Espinho de Deus”, “Coromitho do Campo”,
“Pau José (Parand)”, “Sombra de Toiro (Sdo Paulo)”’, é uma espécie
originaria da América do Sul, encontrada em lugares de pouca insolagio e
brejds umidos. Arvore de pequeno porte que floresce nos meses de setembro
e outubro; suas folhas sdo usadas para falsificar a erva-mate.!

A espécie ¢ utilizada na medicina popular, internamente, para
tratamento dos males gastricos e intestinais, sob forma de infuso (abafado)
ou decocto, obtido pela adigdo de agua sobre uma certa quantidade de folhas
moidas.?> 2 Externamente sio usados o extrato aquoso ou mesmo a planta
pulverizada sobre feridas e lesdes cutaneas em geral. Ndo ha registros de
que seu uso prolongado traga inconvenientes, sendo somente contra-
indicado para mulheres que amamentam, pois tem a propriedade de reduzir a
secregdo lactea.”? |

A literatura registra ainda a¢do antitumoral que ¢ atribuida a

uma a presenga de triterpenos e/ou alcaldides no género.” % % 10:11.12.13

1.2.1 - Descri¢iio Botinica ¢

Totalmente glabra; ramusculos anuais, aﬁgulmmente estriados;
folhas esparsas, com peciolos muito curtos; rigidissimas e coriaceas; eliticas
e subuladas, pontuadas, com os bordos desenvolvidos, bem sinuosos ¢ com
poucos dentes.

Nervuras de ambos os lados, sendo as laterais ténues, 8 a 10;
fasciculos de muitas flores; sépalas obtusas; pétalas trés vezes mais longas
que as sépalas; disco sub-carnoso, quinquecrenado.

Arbusto: um tanto baixo, a4 maneira da llex aquifolium; ramos

grossos, fortes, eretos ou extendidos, cinzentos.



Folhas: espessas, disseminadas, com intervalos de 3 ou 8
linhas.

Peciolo: comprimento de meia a uma linha, grosso, sulcado.

Limbo: comprimento de 9 linhas, até uma e meia polegada;
largamente ou estreitamente elitico, truncado na base, agudo ou obtuso, leve
quando seco, um pouco escuro na parte superior.

De ambos os lados 3 a 4 dentes, muitas vezes 1 a 2, ou faltam
completamente; subulados, agugados, com espinhos de uma e meia linha de
comprimento. |

A reticula das nervuras é visivel de ambos os lados, ampla, nas
mais novas obsoleta.

Estipulas: mais curtas que o peciolo, ovais, agudas ou quase
agudas; enfim, pouco acentuadas.

Pedunculos: uma linha de comprimento, um pouco mais curtas
que a ﬂor;‘ a flor desabrochada recentemente tem duas e meia linhas de
largura.

Cdlice: com sépalas largamente ovais, um pouco obtusas,
subciliadas.

Corolas: as pétalas sdo quase trés vezes mais longas que as
sépalas, ovalmente suboblongas, membranosas. |

Estames: duas vezes mais curtos que as pétalas.

Filetes: filiformes, no apice curvados

Anteras: mais que duas vezes mais curta que os filetes e
cordiformes.

Disco: interiormente um pouco concavo.

Ovdrio: um tanto globoso.

Estilete: curto, subdividido.

Estigmas: dois a trés dentes.



Pedunculo do fruto: cerca de uma a uma e meia linhas de
comprimento.

Cdpsulas: totalmente apoiadas no calice; quatro a .cinco linhas
de comprimento; na frente ovais, achatadas, no estilete apiculadas, com 2 a
3 valvas, bem abertas, a principio conchiformes, em seguida naviculares;
interiormente uninervas, muito resistentes.

Sementes: uma a duas, achatadas, sublenticulares. escuras;
quando secas cobertas de um ténue brilho.

Testa: ténue, quebradico.

Embrido: com cotiledones iguais, aderentes, oleosos.
O comprimento da linha corresponde a 0.00256m.

Martius ndo se refere ao sexo das flores que examinou e
ultimamente observou-se tratarem-se de “flores hermafroditas™, se bem que
Loefgren diz que as flores do género Maytenus s3o em regra unissexuais. A

espécie pode ser observada na figura 1.

1-Aspecto geral do ramo florifero
2-Porcio da inflorescéncia

3-Flor em vista frontal

4-Estame

5-Ramo com frutos

6-Fruto aberto

7-Fruto fechado

8-Diagrama frontal

FIGURA 1. Descrigdo botanica do ramo florifero de Maytenus robusta.



1.2.2 - Posigido Sistematica de Maytenus robusta Reiss **
Classe: Dicotyledoneae
Familia: Celastraceae
Género: Maytenus
Espécie: Maytenus robusta
1.3 - Consideracgdes sobre a Biossintese de Terpenos

Os isoprendides sdo compostos frequentemente encontrados nos 6leos
essénciais, que Ruzicka® supds que derivassem da polimerizagio do
isopreno (2-metilbutadieno-1,3) pela unido “cabega-cauda” de duas
moléculas de isopreno formando uma série de compostos com 10 unidades
de carbono chamados de monoterpenos. A unido cabega-cauda de trés,
quatro, seis moléculas de isopreno originam respectivamente sesquiterpenos,
diterpenos e triterpenos. '

Na biossintese dos chamados 1soprenoides, o acido mevalonico
(acido 3,5-dihidréxi-3-metilpentanoico), se converte no reativo pirofosfato
de isopentenilo ou seu isémero. Durante esta reagdo, se forma o pirofosfato
de geranilo cwa ciclizagdo da origem aos varios esqueletos de
monoterpenos. A unido de pirofosfato de geranilo com outro pirofosfato de
isopehtenilo forma o pirofosfato de farnesilo (precursor dos sesquiterpenos).
A umio de pirofosfato de farnesilo com seu isdmero alilico origina os
triterpenos. A unido similar do pirofosfato de famesilo com outra de

pirofosfato de isopentenilo origina os diterpenos. As moléculas anteriores
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podem ciclizar e oxidar originando diversos tipos de compostos policiclicos,
como os triterpenodides, tetraciclicos e pentaciclicos.?®

Uma enorme variedade de substincias de plantas s3o incluidas
no mundo dos terpendides, um termo que é usado para indicar que tais
substancias tem uma origem biossintética comum. O esqueleto carbonado
dos terpendides € constituido pela uniio de duas ou mais moléculas de
1sopreno, que ¢ a unidade basica de formagio dos mesmos. Assim, os
terpendides sdo classificados de acordo com o numero de unidades de
isopreno que os compde: duas unidades (Cjo)-monoterpeno, trés unidades
(Ci5)-sesquiterpeno, quatro unidades (Cyp)-diterpeno, seis unidades (Csg)-
triterpeno, etc.

Embora os terpenodides sejam derivados biossintéticamente da
molécula do isopreno este foi recentemente detectado como um produto
natural nas folhas de Hamamelis,?” esta substéncia ndo é o precursor in vivo.

O composto atualmente envolvido é o isopentenil-pirofosfato,
CH,= C(CH3)CH,CH,OPP, que ¢ formado a partir da Acetil CoA via acido
mevalénico,. CH,OH-CH,C(OH,CH;)CH,CO,H. Na biossintese, dois
isopentenil-pirofosfato sdo ligados para dar geraml-pirofosfato (Cip), 0
intermediario na formagdo de monoterpenos; geranil-pirofosfato e
isopentenil-pirofosfato sdo, por vez, ligados para dar famesil-pirofosfato
(Ci15), o intermediario na sintese dos sesquiterpenos. Triterpendides sdo
formados a partir de duas unidades de faresil.

A era classica dos triterpendides pode-se dizer que iniciou em
1949 com a elucidagdo da estrutura do acido oleanoico por Bischof ?’

Com o advento dos métodos analiticos mais poderosos e seu
subsequente desenvolvimento ao longo dos anos, a elucidagéo estrutural de

produtos naturais tornou-se um procedimento de rotina. Como
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consequéncia, um grande numero de novos triterpendides incluindo uns
“muito complexos foram isolados e suas estruturas estabelecidas.
| A literatura observada revelou que as investigagGes ndo se
limitam ao isolamento e elucidagdo estrutural, mas também incluem estudos
quimiotaxonénﬁcds na distribui¢do de varios triterpendides em plantas.

Triterpendides ocorrem na natureza tanto no estado livre
(aglicona) ou ligado a uma ou mais moléculas de agiicar (glicosideo) como
as saponinas. Os triterpenos livres sdo geralmente isolados no estado puro
por extragdo por solvente e cromatografia em coluna do extrato em alumina
ou silica gel. Hidrolises acida ou enzimdtica das saponinas sdo aplicadas
antes da purificagdo por cromatografia dos triterpenos. Entretanto, hidrolise
acida das saponinas muitas vezes levam a artefatos. Hidrolise enzimatica das
saponinas nio ¢ sempre inteiramente bem sucedida.®

Varias técnicas cromatograficas tem sido largamente usadas
para o isolamento e identificagdo dos triterpendides. O desenvolvimento
dessas técnicas tem tornado o trabalho de isolamento e identificagdo muito
mais facil.

A grande potencialidade da biossintese das plantas ¢ muito bem
ilustrada no grupo de metabdlitos secundarios conhecidos como
“terpendides” e € um dos gfupos de compostos mais amplamente distribuido
na natureza junto com os alcaldides e os compostos fenolicos.

1.3.1 - Biossintese de Metabélitos Secundarios de Origem Vegetal®®

Os dados que se dispdem permitem supor que as formas mais
primitivas de material com as chamadas caracteristicas vitais, foram
unicelulares e marinhas. Seus componentes quimicos deviam ser: minerais,

proteinas, carbohidratos e acidos nucleicos.
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Ao longo de milhdes de anos foram evoluindo, aumentando e
modificando suas substincias originais; se agrupando e especializando,
primeiro, em colénias de seres unicelulares e, depois, em conjuntos
pluricelulares. A especializa¢do conduziu aos tecidos e estes aos orgios,
direcionados todos eles a realizagdo harménica e cada vez mais eficiente dos
chamados processos vitais.

Os organismos, ao se evoluirem, se dividiram em duas classes:
amimmais e vegetais. Ambos conservaram comuns Suas principais
macromoléculas e as unidades que as formam, proteinas e aminoacidos,
polissacarideos e agucares, lipideos e acidos graxos, acidos nucleicos e
bases puricas, bases pirimidicas, pentoses e acido fosforico, enzimas e
coenzimas. Tanto em animais como em vegetais, a energia para oOs
fendbmenos vitais provém de uma cadeia de oxidag¢des e redugdes, nas quais
se produzem substincias (metabolitos) tuteis para o crescimento ou
reprodugcdo do organismo e substidncias toxicas que geralmente sdo
excretadas. Também € analogo o sistema de preservagdo das caracteristicas
do organismo, chamado informagdo genética. Mas a diferenciagdo ¢
especializagdo se encaixam com os mecanismos empregados pelo organismo
em suas trnsformagdes de matéria e energia (metabolismo), que experimenta
algumas modiﬁcag:ées, particularmente no que se refere a substancias
metabolizdveis, seja de organismos autotroficos ou heterotroficos €
elaboragdo de metabdlitos secundarios.

No aspecto externo, as tendéncias evolutivas se manifestam por
diferengas morfologicas e fisiologicas, notdveis em organismos muito
distantes e sutis nos muito proximos; isto permite utilizar a informagéo
adquirida por muitos bioquimicos para explicar, em termos de consideragdes

biogenéticas, a presenga de um mesmo metabdlito secundario em plantas
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pertencentes a taxons diferentes (espécies, géneros, tribos, etc.), ou de
metabolitos similares na mesma planta.

Também ¢ importante que ao propor a estrutura ou a
estereoquimica de um metabdlito secundario, se discuta sua veracidade com
base na sua biossihtese, pois se ndo lia um mecanismo biossintético razoavel
¢ provavel que a estrutura seja incorreta. As consideragdes biogenéticas tem
servido para planejar sinteses das substincias e para o desenho de novas
moléculas que interferem com determinado processo metabohico.

A observagio cuidadosa das estruturas de numerosos produtos
naturais permite emitir hipoteses razoaveis sobre suas possiveis biossinteses.
Além do interesse que tem para o bioquimico, para o quimico organico

significa uma base firme para:

a) Escolher com mais seguranga entre varias estruturas possiveis para uma
substancia, a mais provavel;

b) A estereoquimica mais pfovével;

¢) Um caminho mais simples para sintetizar um composto natural;

d) Uma hipétese que se permita escolher entre vegetais do mesmo género,
para buscar compostos parecidos ou iguais, como consequéncia da grande

coincidéncia de seus padrdes genéticos.

Os metabdlitos secundarios compreendem uma grande
porcentagem dos principios ativos das plantas, sendo denominados de
metabolitos especificos, tendo como exemplos alcaldides, flavondides,
esterdides, triterpenoides, etc... Estes compostos sdo considerados como
indispensaveis nas espécies que os produzem, sendo que ainda sdo

desconhecidas suas diversas fungdes nas espécies vegetais. Outra
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caracteristica dos metabodlitos secundarios é sua mmportincia na
quimiotaxonomia de Familias e Géneros das espécies vegetais.
Como estdo sendo levados em conta os objetivos da

fitoquimica, a discussdo se limitara a biossintese dos compostos

secundarios.

1.3.2 - Rota Biossintética de Triterpenéides Friedelanos®
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O ion carbonium intermediario formado na ciclizagio inicial do
epoxi-escualeno reage com a dupla terminal da cadeia lateral dando a
possibilidade de uma série de migra¢des de grupos metila € H resultando
numa larga classe de compostos pentaciclicos.

O esqueleto friedelano é formado pelas seguintes migragdes
durante a formagdo do anel “E™:

4 CH;f > 5 CHsa

8 CHs;p > 14 CH; a

14 CH;a — 13 CH;3 B

1.4 - Revisio sobre 0 Estudo Quimico da Familia Celastraceae

A familia Celastraceae e principalmente o género Maytenus ¢
caracterizado quimiotaxonémicamente pela ocorréncia de triterpenos
(principalmente do tipo friedelano) e alcaléides ansamacrolideos,

spermidinicos e nicotinoil sesquiterpeno.”® % 10111213

1.4.1 - Ocorréncia de Triterpenos

Na espécie Catha cassinoides,’ foram isolados e identificados

trés triterpenos denominados 30-hidroxifriedelano-3-ona [1], 29-
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hidroxifriedelano-3-ona [2] e 4cido 3-oxo-friedelano-29-oico [3]. Estes trés

triterpenos sdo descritos com propriedades antibacterial e antitumoral.

CH,0H

[1] 2]

(3]

Das folhas e flores de Gimnosporia emarginata,® foram
isolados e identificados por raio-x, o Maytenfoliol [4] (178,20pB-
dihidroximetil-3-oxo friedelano), um triterpeno com atividade antileucémica
e o acido 3-oxo-friedelano-29a-oico ou acido maytendénico (pulp6nico) [5]
com atividade antitumoral, antibacteriana e antimicética. O 4cido
maytendnico foi isolado anteriormente das raizes de Plenckia pulponea

(Hippocrateaceae).*
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[4] [3]

Das raizes de Mortonia diffusa® foram isolados os triterpenos
“acido friedelano-3-ona-29-oico [5] e friedelan-3-ona-29-ol [6]

CH,0H

[€]

Das raizes de Eleodendron balae®* foi isolado o D:B-

friedooleanano [7].

(7] R;=B OH, a H
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O género  Maytenus também €  caracterizado
quimiotaxondmicamente pela presenga de triterpenos, principalmente com
esqueleto friedelano, alcalodides e flavondides.

Com relagdo a Maytenus diversifolia® foram isolados dois
triterpenos com ésqueleto friedelano denominado Maytenfoliol [4] ¢ seu
acido derivado, acido maytenfélico [8], ambos com atividade antitumoral
quando testados in vivo (em P—388 leucemia linfética em ratos BDF)) e in

vitro (em cultura de célula KB).

(8]

De Maytenus ilicifolia® foram isolados triterpenos do tipo
fn'edelaho, acido D:A-friedooleano-24-al-3-en-3-ol-2-on-29-oico ¢ D:A-
friedooleano-1-en-29-0l-3-ona; denominados cangoronino ¢ ilicifolino
respectivamente. Estes triterpenos apresentaram significativa atividade

citotoxica quando testados em células P388.
1.4.2 - Ocorréncia de Alcaléides

Os alcaldides constituem um grupo quimicamente heterogéneo
de bases vegetais nitrogenadas, com agdo fisioldgica mais ou menos intensa
sobre os animais. Com raras exceg¢des, como a efedrina e a mescalina, os

alcaldides se caracterizam por apresentar um ou mais nitrogénio
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heterociclico. Ha alguns alcaléides com nitrogénio amidico que ndo-
apresentam caracteristicas basicas, como a colchicina . As bases puricas e
pirimidicas estdo excluidas do grupo dos alcaloides por ndo terem agdo
fisiologica notavel e por suas relagdes bioquimicas com os acidos
nucleicos.?®

Algumas espécies do género Maytenus sdo muito ricas em
alcaloides os quais contribuem em grande parte para a atividade biolégica
observada.

Um alcaldide com potente atividade antileucémica, o
Maytansine®” [9] foi primeiramente isolado da espécie Maytenus
buchananii(loes.) e apresentou significante atividade inibitéria contra o

carcinoma de pulmio e melanocarcinoma.*®

[9]

Da mesma espécie, foram isolados também, outros dois
alcaldides com grande atividade antiléucemica contra P-388 leucemia

linfotica,>” o Maytanprine [10] e o Maytanbutine [11].



22

[10] R=CH2CH3
[11] R=CH(CH3)2

Mais tarde estes mesmos alcaléides foram isolados também de outras
espécies de Maytenus. Maytenus rothiana,'!  Maytenus buxifolia*®
Maytenus ovatus,” Maytenus serrata,’® evidenciando assim a classifica¢do
quimtotaxondmica do género Maytenus com relagdo aos alcaldides

Da espécie Maytenus loeseneri * foi isolado o Loesenerine

[12], um alcaléide espermidinico macrociclico.

[12]
1.4.3 - Ocorréncia de flavonoides

Os pigmentos flavonodides, um dos grupos mais numerosos e
amplamente distribuidos de constituintes naturais, conhecidos também como
antotaxinas se distribuem em dez classes, todos contendo quinze atomos de

carbono em seu nucleo basico [13].*



93

gC

- [13] ~
| Os carbonos estio arranjados em um sistema Cq-C3-Cg, no qual
dois aneis aromaticos chamados A e B estio unidos por uma unidade de trés
carbonos, qlie podem fomiar um terceiro vé.nel, que no caso de existir €
~ chamado anel C. |
Como caracteristicas gerais deste tipo de composto, devemos
enfatizar sua solubilidade em agua e em etanol, seu carater fendlico € sua
intensa absorgdo na regido ultravioleta e visivel do espectro devido a
presenga de sistemas aromaticos e conjugadosv. |
As citagdes sobre a ocorréncia de flavondides em espécies de
Maytenus s3o raras, porém Lenka Mandich* trabalhando com Maytenus
boaria e Maytenus ilicifolia citou a ocorréncia de Quercetina ¢ Kaempferol

nas duas espécies.
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CAPITULO 2

OBJETIVOS

Considerando a posigdo vquimiotaxonémica do género
Maytenus, a ocorréncia de triterpenos friedelanos e alcaloides
ansamacrolides, spermidinicos e mnocotinoil sesquiterpenos, € a sua
importancia medicinal no tratamento da tulcera gastrica, agdo antitumoral de
seus alcaloides, iniciamos a investigagdo fitoquimica da espécie Maytenus

robusta com o objetivo de:

A) Determinar o teor de triterpenos ¢ alcaloides.

B) Isolar através de métodos cromatograficos e identificar por métodos
espectrométricos de UV, IV, Massas, RMN 'H, RMN "“C, etc, os
triterpenos presentes na espécie.

C) Pesquisar a ocorréncia de alcaldides.

D) Posicionar a espécie como uma fonte alternativa de Maytenus ilicifolia

(em franca exting#o) devido sua grande ocorréncia no sul do Brasil.
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CAPITULO 3
PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
3.1 - Introducéo

Os procedimentos experimentais adotados nesse trabatho foram
baseados em técnicas tradicionais de separa¢do de produtos naturais tais
como extragdo, técnicas cromatogréﬁcas e recristalizagdo.

No que conceme a identificagdo das substincias isoladas,
foram utilizados os métodos fisico-quimicos de analise a saber: Pf, EM, UV,
IV, RMN 'H e RMN '°C e outras técnicas de ressonancia necessarias para a
determinagdo estrutural. As técnicas empregadas visaram basicamente
permitir 0 estabelecimento de uma metodologia capaz de caracterizar os
compostos quanto ao seu isolamento por cromatografia, bem como sua

identificagdo por métodos espectrométricos € cromatograficos
3.2 - Materiais e Métodos

As separagdes por cromatografia em coluna foram monitoradas
por cromatograﬁa em camada delgada (TLC) empregando-se placas de
vidro de 2.5cm por 7.5cm, revestidas com silica gel GFys4 (Merck). Os
compostos foram aplicados em pontos equidistantes de 0.5cm e a 1.0cm da
extremidade inferior da placa cromatografica e eluidas com Hexano/Acetato
de Etila (80:20). Para andlise dos compostos mais purificados utilizou-se

placas cromatograficas de alta resolugdo (HPTLC) de silica gel PF,s4 em
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folhas de aluminio (Merck) como fase estacionaria, ¢ como fase modvel
utilizou-se Hexano/Acetato de Etila (1:1).

Outro método para revelagdo dos compostos empregou
reagentes com o auxilio de um pulverizador manual ou spray, numa
distdncia de 15 a 20cm, onde as placas sdo posteriormente aquecidas em
estufa a 120°C. Os reagentes utilizados foram anizaldeido-acido sulfirico® e

- sulfato cérico.

No fracionamento dos extratos foram utilizadas colunas
cromatograficas recheadas com silica gel 60 de granulacﬁd 70-230 mesh
(0.063-0.2mm) e eluidas no modo gradiente usando uma mistura de
solventes composta por Hexano: Acetato de Etila: Metanol. Purificagdes
posteriores foram alcangadas usando a técnica de cromatografia relimpago
(Flash),*® a qual utiliza silica gel de granulometria 40-60um e eluigio no
modo isocrastico sob pressdo e fluxo constante de Sml/min.

Os compostos separados‘ nas placas cromatograficas foram
visualizados sob radiagdo UV usando Minerlight 254 € 365nm.

Os solventes utilizados para as acetilagdes dos compostos
(Anidrido Acético, Acido Acético, e Piridina) foram todos P.A.. As colunas
cromatograficas de purificagdo foram eluidas também com solventes P.A.

As andlises de cromatografia gasosa féram realizadas em
aparelho de Cromatografla Gasosa de Alta Resolugdo SHIMADZU-CG 14A
com detector de 1ionizagdo de cliama e registrador Chromatopac
SH[MA/DZU-C-RéA. As separagdes foram em coluna capilar de silica
fundida, OV-1, utilizando H, como gas de arraste a uma velocidade de 40
cm/s e nas condi¢des cromatograficas indicadas em cada experimento.

As analises por cromatografia liquida de alta eficiéncia foram

realizadas em cromatdgrafo liquido BECKMAN SISTEM GOLD
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constituido de um moédulo INTERFACE 406, duas bombas modelo 100B e
detetor de UV modelo 166.

Para as separagées foi utilizada uma coluna semi-preparativa de
fase reversa C-18 ultrasphere 005 5p, 10mm a.i x 250mm.

A eluigio foi no modo gradiente iniciando com 30%
metanol/70% agua até 100% metanol durante 30 minutos, a um fluxo de
Iml/min. O cromatograma foi obtido no sistema CHROMATOPAC da
Microquimica com a amostra monitorada a 235nm e a 280nm pelo detetor
de UV.

Os espectros de absor¢do na regido de infravermelho foram
obtidos em espectrofotdmetro FT Perkin Elmer 16PC, com as substincias
incorporadas em pastilhas comprimidas de Brometo de Potassio (KBr)
anidro. As absorgdes foram registradas em escala de centimetro reciproco
(cm™).

Os espectros de Massa foram obtidos no espectrOmetro de
Massa SHIMADZU-CGMS-QP-2000A, sob impacto de feixe eletronico a
70eV por insergdo direta, prob e/ou acoplado ao Cromatografo Gasoso de
Alta Resolugdo SHIMADZU-CG 14A.

Foram obtidos espectros de RMN 'H, RMN *C e DEPT-135,
COSY e HETCOR em Espectrometro de Ressonancia Magnética Nuclear
BRUCKER AC-200F; espectros de RMN 'H, RMN *C, APT, foram
elaborados em Espectrometro de Ressonancia Magnética Nuclear VARIAN
GEMNI VXR-300F. Os deslocamentos quimicos foram expressos em
valores adimensionais & (ppm) em relagdo a um padrdo interno de
tetrametilsilano (TMS). O solvente utilizado foi Cloroférmio deuterado.

As constantes de acoplamento (J) foram expressas em Hertz
(Hz). As multiplicidades dos sinais s@o ihdicadas como segue: s = singlete; d

= dublete; t = triplete; e m = multiplete. As determinagdes dos pontos de
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fusdo das substincias puras foram realizadas com Aparelho de Ponto de
Fusdo APF-301 da marca Microquimica, € nio sofreram correk;(”)es..

| Os espectros de absorgdo na regiio do ultravioleta foram
obtidos em espectrofot(‘)m‘etro UV-VIS HITACHI U-2000, utilizando-se
metanol como solvente. Os comprimentos de onda foram registrados em

escala de nandmetro (nm).
3.3 - Coleta e Identificacio da Espécie Vegetal

A espécie vegetal Maytenus robusta Reiss foi coletada no
Morro do Bau, Vale do Itajai em Santa Catarina e identificada pelo Dr.

Ademir Reis.
3.4 - Analise Fitoquimica Preliminar

Foram realizadas andlises fitoquimicas de Maytenus robusta
Reiss com o intuito de determinar preliminarmente grupos quimicos
especificos, ou algum indicio dos mesmos na espécie. Essas analises

seguiram uma marcha sistematica de Anélises em Fitoquimica
3.5 - Preparo dos Extratos Vegetais

O Material vegetal, folhas e galhos finos, ap6s secagem &
temperatura ambiente por uma semana, foi cortado em pequenas pegas. O
farelo resultante foi extraido por maceragdo em etanol durante uma semana e
entdo percolado com repetidas reposi¢cdes de solvente. O extrato foi
concentrado em evaporador rotatério sob pressdo reduzida e temperatura

controlada até a completa remog¢do do solvente. Este procedimento resultou
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na obtengdo de uma densa pasta de coloragio verde escuro pesando 450g ,
correspondendo a 11.25% do peso do vegetal. Esse extrato recebeu a

denominagdo de Extrato Bruto Etandlico.
3.6 - Obten¢ao dos Constituintes quimicos
3.6.1 - Fracionamento do Extrato Bruto Etandlico

O Extrato Bruto Etandlico (450g) foi redissolvido em
cloroférmio, adicionando 250g de silica ¢ com constante agitagléo mecanica
evaporou-se o solvente obtendo-se uma farofa “pastilha” com o extrato
adsorvendo a silica. O extrato bruto assim preparado foi submetido a um
" fracionamento através de cromatografia em coluna tendo as dimensdes de
~ 80cm de altura por 7cm de didmetro e foi recheada com silica.gel 70-230
mesh. A eluigdo foi feita no modo gradiente com Hexano 100% e a -
polaridade aumentada gradativamente com Acetato de Etila ¢ Metanol

conforme mostra a Tabela I.

TABELA I- Sistema de Eluigdo utilizado no fracionamento do extrato bruto

etanolico.
Eluente % Fragbes eluidas Fragdes estudadas
Hexano 100 1-18 MR-1 a MR-10
Hexano/Ac Etila 90/10 19-30 MR-20 a MR-23
Hexano/Ac.Etila 70/30 31-46 MR-42 a MR-46
Acetato de Etila 100 47 - 63 -

Metanol 100 64 - 66 MR-64 a MR-66




30

Durante o procedimento de elui¢do, coletou-se 66 fragdes de
250ml as quais foram individqlamente concentradas em evaporador rotatorio
sob pressdo reduzida, monitoradas por CCD e reunidas conforme o perfil
apresentado. Com este procedimento obteve-se uma fragdo oleosa mais
apolar resultado da reunidio das fragdes MR-1 a MR-10. Esta fragio oleosa
foi submetida a cromatografia gasosa de alta resolugdo acoplada ao
espectrometro de massa (CGAR-MS) e foram identificados na mistura, um
esterol, stigmasta-3,5-dien-7-ona, uma série homdloga de ésteres metilicos
entre outros.

As fragdes MR-20 a MR-23 apresentaram-se como uma grande
quantidade de um solido branco e foram reunidas para posterior separagio.

A fracido MR-46 apresentou-se como um solido amarelo que
apos recristalizagdo em etanol e analises espectroscopicas (RMN °C, RMN
H, 1V, UV, Massas ¢ HETCOR), foi identificada como o flavonodide

Quercetina.
3.6.1.1 - Isclamento de F-23 (3-oxo friedelano) - (friedelina)

As fragbes - MR-20 a MR-23 foram reunidas (6.42g) e
recromatografadas através de cromatografia em coluna recheada com silica
gel (40-60 mesh) como fase estacionaria. A eluigdo foi feita no modo
gradiente sob pressdo de 2atm e vazdo de Sml/min utilizando-se um
compressor de nebulizagdo tipo doméstico.*> A fase mével foi iniciada com
Hexano e posteriormente aumentou-se a polaridade do sistema com
Hexano/Acetato de Etila em proporgdes de ordem crescente (Tabela II).

Coletou-se 369 fragdes de 10ml, as quais foram monitoradas
por CCD e reunidas por semelhanga de Rfs. A mistura das fra¢Ges obtidas

corresponde a varios compostos, sendo que somente a fragdo F-23
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apresentou composto puro de coloragdo branca, sendo identificado

respectivamente como 3-oxo friedelano (friedelina).

TABELA 1I - Sistema de elui¢do utilizado na purificagdo das frag:éés MR-
20 a MR-23 do extrato bruto etandlico

Eluente % Fragdes eluidas Fragdes estudadas
Hexano 100 1-20 -
Hexano/Ac Etila 90/10 21-172 F-23
Hexano/Ac Etila 80/20 173 - 226 F-185
Hexano/Ac.Etila 70/30 227 - 326 F-189-F-235
Hexano/Ac Etila 60/40 327 - 368 -
Acetato de Etila 100 369 -

3.6.1.2 - Isolamento de CM-8 (3,15-dioxo friedelano), CM-63 (3-0x0-29-
hidroxi friedelano) e CM-4 (stigmasterol)

As fragbes MR-42 a MR-45 foram reunidas e
recromatografadas em coluna de dimensdes de 40cm de altura por 2cm de
didmetro recheada com silica-gel 70-230 mesh. A fase movel foi iniciada
com Hexano e posteriormente incrementada, Acetato de Etila e Metanol em
proporgdes de ordem crescente de polaridade (Tabela III). Coletou-se 285
ﬁagﬁes de 10ml, as quais foram monitoradas por CCD e reunidas por
semelhanca de Rfs. A fragio CM-63 apresentava-se como uma mistura de
trés compostos dos quais pode-se identificar o 3-oxo, 29 hidroxi friedelano e
a fragdo CM-8 contendo um unico composto identificado como 3,15-dioxo-

friedelano. O composto CM-63 foi acetilado pesando-se Smg do mesmo

sendo adicionado a uma solugdo de 0.5ml de Anidrido Acético, 0.5ml de
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Acido Acético em Piridina, com agitagdo magnética por 12 horas em
~ temperatura ambiente®. A acetilagdo foi monitorada por HPTLC e
confirmada por RMN 'H.

A fragdo CM-4 ap0s a recristalizagdo em acetona resultou num

unico composto identificado como stigmasterol.

TABELA III - Sistema de Eluigéo utilizado na purificagdo das fragses MR-

42 a MR-45
Eluente % FragOes eluidas Fagdes estudadas
Hexano 100 - -
Hexano/Ac.Etila 95/5 1-2 CM-4 e CM-8
Hexano/Ac.Etila 90/10 3-70 CM-63
Hexano/Ac Ftila 85/15 71-133 -
Hexano/Ac Etila 83/17 134-154 -
Hexano/Ac.Etila 80/20 155-197 -
Hexano/Ac.Etila 75125 198 - 264 -
Hexano/Ac. Etila 70/30 265 - 283 -
Acetato de Etila 100 284 -

Metanol 100 285 -

3.6.1.3 - Isolamento de FF-S (3p-hidroxi friedelano) (friedelinol)

As fragdes F-189 a F-235 foram reunidas e recromatografadas
em coluna de dimensdes de 40cm de altura por 2cm de didmetro e como
fase estacionaria foi utilizada silica-gel 70-230 mesh. A fase mével utilizada
para a eluicdo da coluna foi Hexano/Acetato de Etila em propor¢des de

ordem crescente de polaridade (Tabela IV). Coletou-se 30 fragdes de 20ml,
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as quais foram monitoradas por CCD e reunidas por semelhanga de Rfs. A
fragdo FF-5 apresentou-se contendo um tinico composto identificado como

3-B-hidroxi-friedelano (friedelinol).

TABELA 1V - Sistema de elui¢do utilizado na purificagdo das fra¢Ges F-
189 a F-235

Eluente % FragGes eluidas Fragdes estudadas
Hexano 100 - -
Hexano/Ac.Etila 95/5 1-12 FF-5
Hexano/Ac.Etila 90/10 13-18 -
“Hexano/Ac Etila 85/15 19-22 -
Hexano/Ac.Etila 80/20 23-28 -
Hexano/Ac.Etila 75125 29-30 -

O composto FF-5 foi acetilado pesando-se 5Smg do mesmo
sendo adicionado a uma solugdo de 0.5 ml de Anidrido Acético, 0.5ml de
Acido Acético em Piridina, com agitagio magnética por 12 horas em

temperatura ambiente.** A acetilag:ﬁb foi confirmada por HPTLC.
3.6.2 - Pesquisa de Alcaldides

A obtengdo e identificagdo de alcaldides presentes no extrato bruto
hidroalcodlico, foi obtido através de extragdo acido-base ¢ por HPLC.

Apés a extragdo da fragdo alcaloidica procedeu-se analises
cromatograficas por CCD usando Cloroférmio/Metanol (90/10) como fase
mével e reveladas com Reativo de Draggendorf” (especifico para
alcaloides). Também foram realizadas analises por Cromatografia Liquida

de Alta Eficiéncia (CLAE) usando uma coluna analitica de fase reversa ODS
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e detecgdo por Ultravioleta fixo a 230nm e a 280nm. A eluigdo foi feita no
modo gradiente partindo-se de 30% Metanol-70% 4agua a 100% Metanol

durante trinta minutos.



35

CAPITULO 4

RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1- Ensaios Preliminares e Investiga¢io Quimica do Extrato Alcoélico

Os resultados obtidos nos ensaios preliminares sdo apresentados
na Tabela V.

TABELA V - Resultados dos Ensaios Preliminares de Maytenus robusta.

Pesquisa realizada Resultado

Extrato hidroalcoédlico

cor ~ verde-escuro
sabor adstringente
odor cha-mate

pH +6

A Tabela VI apresenta os resultados obtidos na investigagdo

quimica do extrato alcoodlico.
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TABELA VI - Resultado da Investigagdo Quimica Preliminar de Maytenus
robusta

Extrato hidroalcooélico

~ Testes
Acidos orgnicos +
Alcaléides +
Esterdides e/ou triterpenos +
Cumarinas S -
Flavonoides +

— = resultado negativo

+ = resultado positivo
4.2 - Analise da Fragédo Oleosa - (MR 1-10)

As fragdes MR-1 a MR-10, eluidas com hexano do fracionamento
do Extrato Bruto Hidroalcoodlico, foram reunidas segundo o perfil mostrado
pela analise por CCD constituindo uma fragdo que denominamos de Fragdo
Oleosa.

Esta Fragdo Oleosa foi submetida a analise por Cromatografia
Gasosa de Alta Resolugdo acoplada a Espectrometria de Massas. O
cromatograma apresentado na Figura 2, mostra uma composi¢do bastante
complexa onde se pode distinguir classes distintas de substincias orgénicas.
Pode-se identificar uma série de compostos mais volateis, na regido de 12min. a
18 min., representada por séries homoélogas de hidrocarbonetos, acidos e
esteres carboxilicos de baixo peso molecular. No item. 4.2.1 exemplificamos

estas identifica¢gdes com uma série homologa de ésteres 2,8-dimetil metilicos.
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FIGURA 2 - Cromatograma da fragdo oleosa MR - (1-10) obtida em coluna
capilar de silica fundida, OV - 1, 80 a 290 °C, 10 °C/min

Um segundo grupo de compostos de volatilidade média pode ser
observado na regido de 18 min a 25 min. Além dos membros mais altos das
séries homologas, esta ¢ a regido onde normalmente eluem os diterpenos e
alguns sesquiterpenos. Apesar de ndo se ter efetivamente identificado
diterpenos nesta planta pela caréncia destes padrdes, alguns argumentos
sugerem sua presenga: Primeiro a analise por CCD da fragdo MR 1-10 mostrou
compostos revelados por reagentes para diterpenos. Segundo, por ser uma

espécie onde a ocorréncia de triterpenos € abundante, € razoavel pensar que em
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algum momento sua fungdo biossintética leve a formagdo de diterpenos. Estas
hipéteses ficam reforcadas quando encontramos varios espectros de massas
sugerindo estruturas diterpénicas.

Um terceiro grupo de compostos esta muito bem evidenciado na
regido do cromatograma compreendida entre 28 min a 45 min. Esta é a faixa
comum de elui¢do, entre outros compostos, dos esterdis e triterpenos. De fato,
os espectros de massas dos compostos eluidos nesta regido do cromatograma
sd0, na sua maioria,' caracteristicos de esterdis e triterpenos. Apesar de os
triterpenos terem sido isolados em fragdes posteriores, a sua presenga na fragio

oleosa ¢ explicada devido sua grande abundancia no extrato cromatografado.

4.2.1 - Identificacio da Série Homéloga de Esteres 2,8-dimetil metilicos
[17]

A série homologa de ésteres 2,8-dimetil metilicos de- C-15aC-27,
fo1 identificada através da analise conjunta de seus respectivos Espetroé de
Massas. Os Espectros de Massas (1a a 1n) (Figura 4) apresentaram os ions
molecular M™ a m/z na sequéncia 256 uma, (256 +n 14) um.a ...424 um.a,
onden= 1,2,3,...,11. |

Observou-se nestes espectros um padréo de fragmentagdo comum
com fragmentos a m/z (% rel.) [M" - 29] (10), [M™ - 43] (40), 185 (variavel),
157 (60), 143 (22), 101 (50), 88 (100), 70 (20), 55 (40) e 43 (65).

Os fragmentos [M" - 29] (10) e [M™ - 43] (40) representam
respectivamente os ios etil e n-propil devido a fragmentagio da extremidade da

cadeia hidrocarbonada linear.
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Os fragmento m/z 157 (60) e 185 ao nivel da ramificagdo no meio
da cadeia carbonada da molécula sugerem uma ramificagdo com grupo metil no

carbono C-8.

O fragmento m/z 88 (100) resultante do rearranjo Mc Lafferty do

ion molecular envolvendo a carbonila do éster, como mostra a Figura 3,
estabelece uma ramificagdo no carbono C-2 com um radical metil bem como
ser uma série homdloga de ésteres metilicos. Deste modo a presente série

homologa foi identificada como sendo de ésteres 2,8-dimetil metilicos.

IR H
rgr ! )(-O+ —_— o+
. H CH;
L L 1 ST07 0"
L ’- CHy
P >
bom/z157 TR
I m/z 101 m/z 88
m/z 185

[17]

FIGURA 3 - Proposta estrutural para a série homologa de ésteres 2,8-dimetil-
metilicos representando a fragmentagdo do ion base m/z 88 segundo Mc

Lafferty, e os demais fragmentos indicados.
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4.2.2 - Identificacdo de Stigma-3,5-dien-7-ona [18]

A identificagdo de stigma-3,5-dien-7-ona foi feita pela andlise de
seu espectro de massas € por compara¢do com dadbs de massas da literatura.*!

O Espectro de Massas (Figura 5) apresentou o ion molecular M™ a
m/z (% rel.) 410 (40), indicando a formula molecular C,,Hys0, € os fragmentos
395 (M-15) (8), 269 (15), 187 (25), 174 (85), 161 (30) ¢ 43 (100), |

O fragmento m/z 43 (100) define o grupo isopropil terminal na

cadeia lateral.

A perda da cadeia lateral ligada ao anel “D” da origem ao

fragmento m/z 269 (M-141).
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O fragmento m/z 174 resultante da quebra da molécula no anel

“C”, juntamente com os ions a m/z 187 (174-14) e 181 (174+14) permitem

inferir as insaturagdes nos aneis “A”e “B” e a presenga do grupo carbonila em
C-7.

Stigmasta - 3,5 - dien -7 - ona [18]

".l ;_:'-u_"r.‘;-,.»_l Fhaeen Torie Meals AZ00 Iaks AL =0T

bl i| il : o
[ A ‘ 11v
Ry | O
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&b L g AT .
et AR ikt f "”",“-';l""'.'“l':"“‘ﬁ iy I NS PN e et ‘v"'[J'!" P Pt ey
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FIGURA 5 - Espectro de Massas com impacto eletronico de 70 eV de
stigmasta-3,5-dien-7-ona.



4.3 - Isolamento e Identifica¢do dos Triterpenos
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- Os triterpenos foram isolados a partir do fracionamento em coluna

de silica gel do Extrato Bruto Hidroalcodlico e por sucessivas recromatografias

das fragbes MR-20-23 ¢ MR-42-45. O fluxograma apresentado na Figura 6

mostra de maneira esquematica como foram isolados os triterpenos.

EXTRATO BRUTO HIDROALCOOLICO

12 Coluna (MR)- 66 Fragoes

Fra¢des MR 1-10

CGAR-EM

Fragoes MR 20-23
Triterpenos

Fragoes MR 42-45
Triterpenos

MR 46

3a

Coluna (CM)- 285 Fragdes

F-23

2@ Coluna (F)- 369 Fragdes
’ CM-8
CM-4 CM-63
43 Coluna (FF)
Fragdes F 189-235 Acetilado
FF-5
Acetilado

FIGURA 6 - Fluxograma mostrando a obtengio dos compostos puros a partir

do Extrato Bruto Hidroalcodlico de Maytenus robusta Reiss.




47

4.3.1 - 3-oxo friedelano (friedelina) - Fragio F - 23 [19]

O material solido branco obtido da fragdo F-23, do
refracionamento da fragdo MR 20-23, foi purificado por sucessivas
recristalizagdes em acetona obtendo-se cristais brancos de ponto de fusdo 263
°C.

A anélise por Cromatografia Gasosa de Alta Resolugdo (CGAR)
mostra a presen¢a de um Unico composto com tempo de retengdo 32.6min.

(Figura 7).
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FIGURA 7 - Cromatograma de 3-oxo friedelano (friedelina) F-23.
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O Espectro de Ultravioleta (Figura 8) mostrou uma fraca absorgio
em 275nm sugerindo a presenga do croméforo carbonila.

O Espectro de Infravermelho (Figura 9) mostrou intensas
absor¢des em 2926 ¢ 2866 cm™ para estiramentos C-H ¢ em 1714 c¢m™ para
grupo carbonila. O padrio de absor¢do no infravermelho tem um perfil
caracteristico de triterpeno.

O Espectro de Massas (Figura 10) mostrou o pico molecular M™ a
m/z (% rel.) 426 (65) e a presenga de fragmentos a m/z 411 (35) para perda de
um grupo metila, 341 [M-85] (20), 302 [M-124] (45), 287 [M-139] (20) ¢ 273
[M-153] (100).

A Figura 11 apresenta um caminho geral de fragmentagio para os
friedelanos. A intensidade dos fragmentos depende do grau e posicﬁo de
oxigenagdo na molécula. No caso da friedelina destaca-se os principais
fragmentos diagnosticos: “a” ou “f” = M-85 a m/z 341 e “d” = M-129 a m/z
~ 302. O fragmento “b” = M-153 a m/z 273 (100) é o principal ion diagnéstico

para os friedelanos ndo subtituidos ao nivel do anel “p» %

3
3
1
1
1
1
t
]
A

’l \'\c
bm-1s53

-==»a M-85

[mm———m——————

FIGURA 11 - Proposta de fragmentagfo dos principais ions do Espectro de

Massas do composto F-23 (3-oxo friedelano).
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O Espectro de RMN 'H (Figura 12) apresenta um perfil de
absor¢des caracteristico de triterpenos. Observa-se sinais referentes a sete
metilas quaternarias e uma metila dublete provavelmente no carbono C-4. O
grupo de sinais na regiio de 2,3 ppm com integragdo para trés protons e com
constantes de acoplamento geminal e vicinal (e-a, e-€) sugerem o grupo
carbonila situado no carbono C-3.

O Espectro de RMN P°C (Figuras 13-14) apresentou trinta sinais
que com o auxilio do Espectro DEPT (Figura 15) podem ser assim atribuidos:
oito metilas, 11 metilenos, 4 metinos, 6 carbonos quaternarios € uma carbonila.
A Tabela VII mostra os valores dos deslocamentos quimicos do espectro de
RMN C de F-23 (3-oxo friedelano) com as devidas atribuigbes e compara
com os valores da literatura para a friedelina.*’ Isto permitiu a identificagio do

composto F-23 como sendo 3-oxo friédelano.

3-oxo friedelano (friedelina)[19]
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TABELA VII - Atribuigio dos dados de RMN 3C para (F - 23) 3-oxo

friedelano, comparando com os dados da literatura para friedelina.*’

B¢ 3-oxo-friedelano®’ 3-oxo-friedelano
(friedelina)(f-23)
BC Bc DEPT
1 223 22.2 CH,
2 415 41 .44 CH,
3 213.2 213.19 C=0
4 58.2 58.13 CH
5 42.1 42.05 C
6 41.3 41.20 - CH,
7 18.2 18.14 CH,
8 531 53.00 CH
9 374 37.35 C
10 594 59.38 CH
11 356 35.53 CH,
12 30.5 30.41 CH,
13 39.7 39.60 C
14 383 38.20 C
15 324 32.33 CH,
16 36.0 35.92 CH,
17 30.0 29.90 C
18 42.8 42.70 CH
19 353 35.25 CH,
20 28.1 28.08 C
21 32.7 32.68 CH,
22 39.2 39.16 CH,
23 6.8 6.73 CH;
24 14.6 14.56 CH;
25 17.9 17.85 CH;
26 20.2 20.16 CH;
27 18.6 18.57 CH;
28 32.1 32.00 CHj;
29 35.0 34.95 CH;
30 31.8 31.69 CH;
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FIGURA 8 - Espectro de Ultravioleta de F-23 (3-oxo friedelano) em

cloroformio.
;i FF.38P
1C00 L 3
L~ \ T
\\\ “//’ / o & / > \ { \,,"‘[\,._/ |

701

80~ U
{
i(
50;'_ I
I
4~ |
30"
250
l K T T T T T T 7 T
i . o -~
soonn OSSP 30 2S00 1800 1600 1400 1200 1000 830 600

4300

FIGURA 9 - Espectro de Infravermelho de F - 23 (3-oxo-friedelano) em

pastilha comprimida de KBr.
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FIGURA 10 - Espectro de Massas com impacto eletronico de 70eV de F-23
(3-oxo friedelano).

FIGURA 12 - Espectro de RMN 'H (200 MHz, CDCl;) de F-23 (3-oxo0
friedelano).
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FIGURA 13 - Espectro d¢ RMN C (50 MHz, CDCl;) de F-23 (3-oxo
friedelano).
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FIGURA 14 - Espectro de RMN *C ampliado na regido 5 a 60 ppm (50 MHz,
CDCls) de F-23 (3-oxo friedelano).
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FIGURA 1S - Espectro DEPT (50 MHz, CDCls) de F-23 (3-oxo friedelano).
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4.3.2 - 3B-hidroxi friedelano (friedelinol) - Fracgio FF - § [20]

O material solido obtido nas fragdes F 189-235 do
refracionamento das fragdes MR 20-23 foi recromatografado em coluna de
silica gel. A fragdo FF-5 apresentou grande quantidade de um soélido branco
fcjue foi purificado por recristalizagdo em acetona resultando num composto
puro com ponto de fusdo 279 °C. -

O Espectro de Infravermelho (Figura 16) mostrou um padrido de
absor¢do caracteristico de triterpenos com intensa absor¢do em 2932 ¢ 2868
cm’ devido a estiramentos C-H e intensa e fina absor¢do em 3474 c¢m -
indicando a presenga de um grupo hidroxila livre.

O Espectro de Massas (Figura 17) mostrou o pico molecular M ™ a
m/z (% rel.) 428 (20) e fragmentos a m/z 413 [M-15] (45) e 395 [M-15-18]
(20), indicando a perda sucessiva de um radical metila e agua, o que caracteriza
o grupo hidroxila secundario.

O Espectro de Massas mostra ainda os fragmentos a m/z 341 M-
87 (15), 302 (20), 273 (10) e 232 (20).

O Espectro de RMN 'H (Figura 18) apresentou um picb de
absorgdo tipica de triterpenos mostrando sinais para sete metilas quaternarias e
um metila dublete provavelmente no carbono C-4. Um sinal largo em 3.75 ppm
com integragdo para um préton foi atribuido ao hidrogénio ligado no carbono
C-3.

O Espectro de RMN 3C (Figura 19-20) apresentou trinta sinais
que juntamente com DEPT (Figufa 21) notamos a presenga de: oito metilas,
11metilenos, cinco metinos e seis carbonos quaternarios. O sinal em 72.72 ppm

para um CH, adicionado a absor¢do em 3477 cm™ na regifio do infravermelho e
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a perda de 4gua no espectro de massas, confirma a presenga de um grupo OH
secundario. A Tabela VIII mostra as atribui¢des dos dados de RMN *C/DEPT
obtidos para o composto FF-5 identificado como sendo 3B-hidroxi friedelano e

compara com os dados da literatura para friedelinol.’

3,B-hidroxi friedelano (friedelinol) [20]
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TABELA VIII - Atribuigio dos dados de RMN '*C para FF-5 (3, hidroxi

friedelano) e comparagido com os dados da literatura.’

C 3p-OH-27-COOH’ 3,B-hidroxi-friedelano (FF-5)
- RMN “°C RMN C DEPT
1 17.80 17.50 CH,
2 35.00 - 3513 CH,
3 72.70 72.72 CH
4 49.00 49.12 CH
5 37.30 37.06 C
6 41.40 41.67 ' CH,
7 - 15.80 15.75 CH,
8 53.20 53.15 CH
9 37.90 37.79 C
10 61.20 61.30 CH
11 37.90 35.50 CH,
12 27.80 30.60 CH,
13 54.80 39.62 C
14 39.30 38.32 C
15 32.80 32.76 CH,
16 35.60 36.04 CH,
17 36.70 29.97 C
18 43.30 42.78 CH
19 35.70 35.29 CH,
20 28.50 28.13 C
21 32.50 32.29 CH,
22 38.20 3924 CH,
23 11.60 11.58 CH;
24 16.40 16.35 CH;
25 18.80 18.61 CH;,
26 22.50 20.08 CH;
27 17.90 18.20 CH;
28 31.10 31.75 CH;
29 30.60 32.05 CH;
30 35.30 35.00 CH;
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FIGURA 16- Espectro de Infravermelho de FF-5 (3B-hidroxi-friedelano) em
pastilha comprimida de KBr.
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FIGURA 20 - Espectro de RMN *C ampliado na regido de 10 a 70 ppm (50
MHz, CDCl;) de FF-5 (3B-hidroxi-friedelano).



FIGURA 21 - Espectro de DEPT de FF-5 (3B-hidroxi friedelano).




64

4.3.3 - 3,15 dioxo friedelano - Fracio (CM-8) [21]

O material sélido obtido na fragio CM-8 resultante do
refracionamento da fragdo MR 42-45 foi recristalizado em acetona até
obten¢do de ponto de fusido constante de 283 °C

O Espectro de Ultravioleta (Figura 22) mostrou uma absorgdo
maxima de baixa intensidade a 283nm tipica do cromoforo carbonila
exociclico.

O Espectro de Infravermelho (Figura 23) apresenta um padrio de
absor¢do tipico de triterpenos destacando uma intensa ¢ longa banda de
absorgdo em 1714 cm™ atribuida aos grupos carbonila.

Comparando a feigdo e intensidade relativa da absor¢do da
carbonila com a absorgio do estiramento CH em 2934-2868 cm, inferimos a
presenga de duas carbonilas.

O Espectro de Massas (Figura 24) mostrou o pico molecular M™ a
m/z (% rel.) 440 (35) e com fragmentos de m/z 425 (55) para perda de meﬁla,
408 [M-32] (25). A auséncia do framento “b” (quebra ao nivel do anel “D” a
maior abundancia do fragmento “f” a m/z 355 [M-85] (50) (fragmento tipico de
quebra no anel “E”) permitiu localizar uma segunda carbonila no anel “D” em
C-15.%

O Espectro de RMN'H (Figura 25) com um padrio de absorgdes
tipico de triterpenos apresentou sinais para sete metilas quaternarias, € uma
metila dublete. O multiplete na regido de 2.3 ppm com integracdo para trés
hidrogénios estd de acordo com a estrutura de um friedelano 3-oxo, € pode
entdo ser atribuido a dois hidrogénios ligados ao carbono C-2 e a um

hidrogénio ligado ao carbono C-4. O duplo dublete com integragdo para um
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préton cada, centrados em 2.18 ppm e 2.51 ppm com constante de acoplamento
geminal, sdo atribuidos aos protons ligados ao carbono C-16, localizando a
segunda carbonila no carbono C-15. Segundo os dados espectrais d¢ RMN 'H
poderiamos propor teoricamente outras cinco estruturas localizando a segunda
carbonila nos carbonos C-16, C-21, C-22, C-11 e C-12, mas a localizagio da
carbonila em C-15 foi feita com base em dois importantes aspectos, o
fragmento m/z 355 (50) do espectro de massas e o valor dos deslocamentos
quimicos no espectro de RMN !*C. |

O Espectro de RMN '°C (Figuras 26-27) mostrou absorgio para
vinte e oito carbonos alifaticos ndo oxigenados e dois sinais em 213.77 e
214.84ppm que pelos seus deslocamentos quimicos indicam oxida¢do nos
carbonos C-3 e C-15, confirmando assim a preseng¢a das duas carbonilas na
molécula. »

A analise do espectro de RMN '*C, DEPT (Figura 28) e HETCOR
(Figura 29) mostraram a presenga de oito metilas, dez metilenos, quatro
metinos e seis carbonos quaternarios e os dois carbonilicos em C-3 e C-15.

A tabela IX mostra os assinalamento para 3,15-dioxofriedelano

comparando com os dados da literatura.’

3,15-dioxo friedelano  [21]



TABELA IX - Atribuigio dos dados de RMN '*C para CM - 8 (3,15 dioxo
friedelano) e comparagio com os dados da literatura.’

C 3,15- dioxo 3,15-dioxo-friedelano
friedelano’ (CM-8)
- Bc Bc DEPT
1 223 2291 CH,
2 41.4 42.07 CH,
3 213.1 213.77 C=
4 58.2 58.86 CH
5 42.0 4271 C
6 40.5 41.11 CH,
7 21.3 21.92 CH,
8 453 45.93 CH
9 37.2 37.86 C
10 59.3 59.91 CH
11 34.3 35.03 CH;,
12 29 4 30.06 CH,
13 42.4 43.02 C
14 54.2 54.85 C
15 214.1 214.84 C=0
16 54.0 54.65 | CH,
17 33.5 34.14 C
18 44.0 44.64 CH
19 34.9 35.57 CH,
20 279 | 28.55 C
21 33.8 34.42 CH,
22 38.6 39.28 CH,
23 6.8 7.49 CH,;
24 15.0 15.63 CH;
25 17.4 18.01 CH;
26 14.7 15.35 CH;
27 18.9 19.60 CH;
28 32.2 32.82 CH;
29 33.3 33.96 CH;
30 334 34.01 CH;
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4.3.4 - 3-0x0-29-hidroxi friedelano - Fracio (CM-63) [22]

A fragio CM-63, resultante do refracionamento em coluna de
silica gel da fragdo MR 42-45, apods sucessivas recristalizagdes com acetona
resultou na obtengdo de cristais com ponto de fusdo 279-290 °C. Outras
tentativas de purificagdo ndo tiveram sucesso, porém a analise por CGAR
mostrou a presen¢a de um composto majoritirio contaminado com pequenas
quantidades de outros triterpenos »

O Espectro de Infravermglho (Fighra 30) com um padrio
caracteristico de triterpenos, “apresentou absor¢gdes em 1715 cm” para
grupamento carbonila e 3390 cm para grupo hidroxila.

O Espectro de Massas obtido pela técnica CGAR-EM (Figura 31)
mostrou o pico molecular M™ a m/z 442 ¢ os fragmentos M-15 a m/z 427 para

a perda de uma metila, M-18 a m/z 424 para perda de uma molécula de 4gua e

o fragmento “b” a m/z 302 u.m.a, carateristico da fragmentagdo de friedelanos

no anel “D”.*

O Espectro de RMN 'H (Figura 32) apresentou entre outros sinais
seis metilas quaternarias, uma metila dublete, um multiplete na regido de 2,4
ppm para hidrogénios a-~carbonila e um sistema de spin do tipo AB referente a
um CH, carbindlico.

O Espectro de RMN °C (Figura 33), embora em mistura, pode-se
confirmar grupo carbonila em C-3 e a oxidagdo da metila C-29 como um alcool
primario. A Tabela X mostra o assinalamento dos dados de carbono

comparando com os dados da literatura.*

-S€



3-0x0,29-hidroxi friedelano

[22]
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TABELA X - Atribui¢des dos dados de RMN °C para CM - 63 (3-0x0-29-

hidroxi friedelano) e comparagdo com os dados da literatura.®

3-0x0-29-OH

C friedelano®® 3-0x0,29-hidroxi-friedelano (CM-63)
- Bc BC DEPT
1 22.3 22.27 CH,
2 41.6 41.52 CH,
3 212.2 213.97 -
4 583 58.20 CH
5 422 4283 C
6 41.4 4141 CH
7 183 18.22 CH,
8 53.5 53.37 CH
9 37.5 37.49 C
10 59.6 59.42 CH
11 35.7 35.61 CH,
12 29.8 29.73 CH,
13 40.0 40.01 C
14 38.3 .~ 3830 - C
15 32.8 32.70 CH,
16 36.0 35.84 CH,
17 29.8 28.56 C
18 42.0 41.82 CH
19 30.6 30.57 CH,
20 33.2 33.12 -
21 27.9 | 27.76 CH,
22 39.6 39.49 CH,
23 6.80 6.84 CH,
24 14.7 14.66 CH;
25 | 17.9 17.87 CH,
26 18.40 18.40 CH,
27 20.80 20.77 CH;
28 32.1 - 32.08 CH,
29 259 25.80 CH;
30 74.8 74.76 CH,
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FIGURA 30 - Espectro de Infravermelho de CM-63 (3-0x0,29-hidroxi

friedelano) em pastilha comprimida de KBr.
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FIGURA 31 - Espectro de Massas com impacto eletrénico de 70eV de CM-63

(3-0x0,29-hidroxi friedelano).
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hidroxi friedelano).
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FIGURA 33 - Espectro de RMN *C (50 MHz, CDCl3) de CM-63 (3-0x0,29-
hidroxi friedelano).
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4.4 - ldentificacio de Stigmasta-5,22-dien-3p-0l (Stigmasterol) - Fracio
(CM-4) [23]

A recristalizagdo em acetona da fra@ﬁo CM-4, do refracionamento
da fragdo MR-42-45, resultou em cristais em forma de agulha com ponto de
fusdo 167 °C.

O Espectro de Infravermelho (Figura 34) mostra um padrdo de
absofg:ﬁo tipica de esterois, destacando a absorgio do grupo OH em 3352 cm’'e
dos estiramentos CH em 1638, 1458 ¢ 1376 cm™.

O Espectro de Massas (Figura 35), apresenta o pico molecular M*
am/z (% rel.) em 412 mostrando o0 mesmo padrdo de fragmentagdo descrito na
literatura para o composto.>’

O Espectro de RMN OIH (Figura 36) mostrou entre outras
absorg¢des um multiplete centrado em 3.5ppm atribuido ao préton do carbono
C-3. O par de duplo dublete centrados em 495 ¢ 5.15ppm e com constantes de
acoplamento trans e vicinal caracterizou a dupla trans dissubstituida da cadeia
lateral e o duplo dublete centrado em 5.85ppm foi atribuido ao préton higado ao
carbono C-6 da dupla trissubstituida endociclica do anel “B”.

O Espectro de RMN *C (Figura 37) mostrou absor¢des para
quatro carbonos sp” sendo um quaternario ¢ trés CH, confirmando a presenga
da dupla endociclicas trissubstituida ¢ da dissubstituida situada na cadeia
lateral.

O sinal em 72.47ppm para CH carbinélico evidencia a presenga do
grupo OH secundario na posi¢do C-3 e os demais sinais confirmam a estrutura

proposta, quando comparado com os dados da literatura.>



HO

Estigmasterol

[23]
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4.5 - Quercetina - Fragao MR-46 [24]

A purificagdo por recristalizagdo em metanol da fragio MR-46
obtida do fracionamento do Extrato Bruto Hidroalcodlico resultou na obtengio
de um sélido amarelo de ponto de fusdo 290 °C.

O Espectro de absorgdo na regido do ultravioleta (Figura 38) com
o composto diluido em metanol, mostrou absor¢des maximas em 366.5, 298 e
253.5nm sugerindo um esqueleto molecular compativel com flavonoides.

O Espectro de Infravermelho (Figura 39) apresentou um padrio de
absorgdo caracteristico de flavonodides destacando uma intensa e larga absorgio
com maximas em 3408 ¢ 3318 cm™ para grupos OH fendlicos.

A absor¢do em 1664 cm™ indica a presenga de uma carbonila
conjugada caracterizando esqueleto de um flavonol.

O Espectro de Massas (Figura 40), apresentou o pico molecular
- M™ am/z (%rel.) 302 (100) e pequenos fragmentos am/z 271, 153, 136 e 69.

O Espectro de RMN 'H (Figura 41) apresentou um par de dubletes
centrados em 6.21ppm (1H, d, J=1.8 Hz) ¢ 6.40ppm (1H, d, J=1.87 Hz) com
constante de acoplamento meta.

Estes dados juntamente com o sinal em 12.3ppm (1H, s) atribuido
ao proton de uma hidroxila quelada em C-5 ¢ a auséncia de sinal na regido de
7.9 a 8.2 ppm, onde deveria absorver um préton ligado ao carbono C-5 sob a
influéncia do campo de desprotecdo anisotropica da carbonila definem a
substitui¢do 5,7 dihidroxi do anel “A”.

A substituigdio do anel “C” ¢é inferida pelo sistema de spins
representado pelas absor¢des em 6.90ppm (1H, d, J=8.54Hz) para um préton
orto relacionado, 7.59ppm (lH,v dd, J=1.90 e 8.54Hz) para um préton orto meta
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relacionado € 7.74ppm (1H, d, J=1.96Hz) para um préton meta relacionado.
Este padrdo de spin permite duas possibilidades de substitui¢do para o anel C :
2, 4’dihidroxi ou 3',4°dihidroxi.

O Espectro de RMN !*C (Figura 42) e COSY (Figura 43) foram
decisivos no estabelecimento da substitui¢do do anel “B”. Como o padrdo de
substituigdo 5,7 dihidroxi do anel “A “requer dois carbonos CH mais
protegidos (C-6 e C-8) por estarem entre carbonos ndo oxigenados, a eles foi
atribuido os valores 98.1 ¢ 93.2ppm respectivamente. Assim resta os carbonos
hidroxilados 115.2, 114.8 ¢ 120.4ppm que definem o padrdo de substituigdo
3’ 4’dihidroxi para o anel “B”. Como resultado da andlise acima ¢ da
comparagio dos dados de RMN 3C com os dados da literatura, tivemos a
identificagdo de MR-46 como sendo o flavondide quercetina.

A Tabela XI mostra os dados de RMN “C da quercetina

comparados com dados da literatura.*°

Quercetina [24]
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TABELA XI - Atribui¢des dos dados de RMN '*C para MR - 46 (Quercetina)

e comparacgdo com os dados da literatura.

MR - 46 QUERCETINA QUERCETINA*
C RMN °C DEPT RMN BC
2 1472 C . 147.5
3 135.6 C 136.5
4 175.5 C=0 176.5
5 156.2 C 181.0
6 98.1 CH 99.5
7 163.7 C 166.0
8 93.2 CH 94.5
9 160.6 C 156.7
10 102.9 C 104.0
1’ 122.1 C 123.0
2’ 115.2 CH 116.0
3’ 144.6 C 145.7
4 146.1 C 148.1
5’ 114.8 CH 116.5
6’ 120.0 CH | 1210
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FIGURA 39 - Espectro de Infravermelho de MR-46 (quercetina) em pastilha

compﬁnlida de KBr.
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FIGURA 42 - Espectro d¢ RMN “C (50 MHz, CDCl;) de MR-46

(quercetina).



FIGURA 43 - Espectro COSY de MR-46 (quercetina).
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4.6 - Pesquisa de Alcaléides

Devido a conhecida presenga de maytansinoides, alcaloides ansa
macrolideos, com intensa atividade antitumor e citotoxica em diversas espécies
do género Maytenus bem como a comum ocorréncia de alcaldides
spermidinicos macrociclicos e alcaldides nicotinoil sequiterpenos com atividade
imunossupressora, procedemos uma pesquisa mais minucisa de alcal6ides no
Extrato Bruto Hidroalcélico de M. robusta .

O extrato hidroalcdlico obtido de 2700 g da planta moida (folha é
galhos finos) foi concentrado até um ter¢o de seu volume e submetido a um
procedimento de extra¢do de alcaléides seguindo o fluxograma apresentado na
Figura 44. O Extrato Hidroalcolico devidamente concentrado foi deixado em
repouso em cimara fria por 24 l objetivando a precipitagdo dos triterpenos que
foram removidos por filtragdo. O filtrado aquoso resultante foi acidificado a pH
2 com Acido Cloridrico e extraido com Cloroférmio. A fase aquosa acida foi
entdo alcalinizada a pH 10 com Hidréxido de Aménio e extraida com Acetato
de Etila para obtengdo da fragdo alcaloidica bruta (153mg) representando um
rendimento de 0.0056 %.

Devido o baixo rendimento da fragdo alcaloidica com a planta
coletada no més de margo e para verificar uma possivél variagdo sazonal na
biossintese de alcaléides em M. robusta, procedeu-se uma nova coleta na
época de floragdo, setembro, e o procedimento de extragdo de alcaldides foi

repetido. O resultado foi 0 mesmo nos dois casos.
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EXTRATO BRUTO
Precipitado por refrigeracio
Filtrado (funil sinterizado)
Residuo 27g Filtrado
pH=2
Extracdo c/diclorometano
Fase Aquosa Fase Organi
Alcalinizada ¢/NH40OH
pH=10
Extragio c/Acetato de Etila
Fase Aquosa Fase Organi
Alcaldides HPLC

FIGURA 44 - Fluxograma demonstrativo do processo de extragdo da fragdo

alcaloidica de Maytenus robusta.
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A fragdo Alcaloidica foi analisada por por cromatografia em
camada fina de silica gel, eluida com cloroformio/metanol (90:10) e visualisada
através de reagentes especificos para alcaldides.”” Esta andlise revelou a
presenga de trés manchas caracteristicas atribuidas aos possiveis alcaldides.

A analise por espectroscopia de Ultravioleta (Figura 45) da fragdo
alcaloidica mosﬁou—se muito semelhante ao do maytansine, mostrando as
absorgdes caracteristicas a 233, 243, 282 e 311nm, sugerindo a presenga de
alcaloides ansamacrolideos.

A anadlise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC),
Figura 46, da fragfo alcaloidica com os cromatogramas monitorados a 280nm e
a 233 nm destacaram a presenga de trés compostos majoritarios “B”
(25.95min.), “C” (27.2min.) ¢ “D” (27.37min) cujos tempos de reten¢do sdo
compardveis aos da literatura para maytansinoides.*®"! Estes resultados
adicionados ao teste positivo para alcaldides realizado no efluente da coluna
naqueles tempos de retengdo, é razoavel sugerir a presenga de trés alcaléides

ansamacrolideos em M. Robusta.

3. 000
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0. 000 . . . T
nm 200 240 280 320 360 400

FIGURA 45 - Espectro de Ultravioleta da fragdo alcaloidica em metanol.
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FIGURA 46 - Cromatograma (CLAE) da fragdo alcaloidica: I) monitorado a

230nm, IT) monitorado a 280 nm.
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CAPITULO 5
CONCLUSOES

A investiga¢do fitoquimica do Extrato Bruto Hidroalcolico de
Maytenus robusta resultou no isolamento e identiﬁcacﬁo de uma série de
metabolitos secundarios. |

Na fragio oleosa detectou-se uma série de hidrocarbonetos acidos
e ésteres carboxilicos onde foi destacada a identificagdo de uma série homdloga
de ésters 2,8-dimetil metilicos.

Isolainento e identiflcagdo de dois esterdis, Stigma-3,5-dien-7-ona
e Stigmasta-5,22-dien-3$3-ol (stigmasterol). |

Na Fragdo terpenoidica, representando aproximadamerite 1% da
planta seca. procedeu-se o isolamento e identificagdo, por meio dos dados
espectroscopicos de UV, IV, RMN 'H, RMN "*C, de quatro triterpenos com
esqueleto friedelano: 3-oxo friedelano (friedelina), 3f-hidroxi friedelano
(friedelinol), 3,15-dioxo friedelano e 3-0x0-29-hidroxi friedelano.

Devido a conhecida agfio “anti-ilcera” dos triterpenos friedelanos
no género Maytenus, a presenca abundante destes friedelanos em Maytenus
robusta coloca esta planta como potencial fonte na medicina alternativa para o
tratamento de tlcera géstn'ca juntamentamente com Maytenus ilicifolia ja

consagrada para esta finalidade e em franca extingo.
| Nas fragdes mais polares foi isolado e identificado um flavonol: a

quercetina.
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A fragdo alcaloidica apresentou um baixo rendimento de alcaléides
e cuja analise conjunta por CCD com reveladores especificos, Ultravioleta e
CLAE, sugeriam a presenga de tres alcaldides do tipo ansamacroliceos.

O resultado da analise fitoquimica de Maytenus robusta, reafirma

sua posi¢do quimiossistematica dentro do género botanico Maytenus.
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