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SAHYUN, Sandra Aparecida. Caracterizacdo quimica de banco de germoplasma de
espinheira santa (Maytenus aquifolium). 2012. 58 f. Tese (Doutorado em Agronomia) —
Universidade Estadual de Londrina. Londrina, 2012.

RESUMO

Maytenus aquifolium Mart ¢ uma espécie nativa, com alto potencial genético com grande
ocorréncia no Estado do Parana. A conservagdo da M. aquifolium oferece também suporte aos
trabalhos de melhoramento genético possibilitando o intercAmbio de germoplasma, e
especialmente a preservacao da variabilidade genética e quimica, enquanto a caracterizagdo e
quantificagdo permitem conhecer qualidades e potencialidades do germoplasma. O presente
trabalho teve por objetivo investigar e caracterizar fitoquimicamente a espécie pela
identificacdo e avaliagdo quantitativa dos teores médios dos flavonoides rutina, quercetina e
canferol em folhas de M. aquifolium coletadas em quatro areas isoladas de mata do municipio
de Telémaco Borba, PR, pelo método da cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). A
extracdo dos flavonodides foi realizada por hidrdlise acida e a determinagdo por CLAE com
coluna do tipo C-18. Os perfis cromatrograficos dos exemplares de M. aquifolium que
compdem o Banco Ativo de Germoplasma da Fazenda Monte Alegre localizada no municipio
de Telémaco Borba, PR, permitiram a visualizagdo de 12 picos de flavondides, e dentre estes
foram identificados e quantificados os flavonodides rutina, quercetina e canferol. A
identificagdo dos flavondides foi feita por comparagdo dos tempos de retengdo com a
passagem dos padrdes de rutina, quercetina e canferol pela coluna cromatografica. Os perfis
cromatrograficos de M. aquifolium permitiram a visualizagdo de 12 picos de flavonodides com
a identificagdo e quantificagdo dos flavonoides rutina, quercetina e canferol. Os maiores
teores médios de rutina (287,96 + 1,24 mg g™') foi obtido nas areas de Lagoa, quercetina (3,78
+0,07 mg g') na area de Divisa entre Mortandade e Trinita e, canferol (0,847 + 0,001 mg g™")
na area de Trinita. As plantas adultas de M. aquifolium apresentaram os maiores teores de
rutina e quercetina, enquanto as jovens, os maiores de canferol.

Palavras-chave: Cromatrografia. Germoplasma. Espinheira santa. Flavonoides.



SAHYUN, Sandra Aparecida. Chemical characterization of germoplasm bank of
espinheira santa (Maytenus aquifolium). 2012. 58 p. Tese de Doutorado em Agronomia —
Universidade Estadual de Londrina. Londrina, 2012.

ABSTRACT

Maytenus aquifolium Mart is a native species with high genetic potential and with high
occurrence in the state of Parana. The conservation of Espinheira santa offers support to
breeding projects enabling the exchange of germplasm, and especially the preservation of
genetic and chemistry variability, while the characterization and quantification allow to know
the qualities, quantitative level and potential of the germplasm. The aim of the present work
was to investigate and characterize Phytochemical the species for identification and
quantitative evaluation of the average levels of the flavonoids rutin, quercetin and kaempferol
in leaves of M. aquifolium collected from four different parts of forest in the Telémaco Borba,
PR, area were studied by the method of high performance liquid chromatography (HPLC).
The extraction of flavonoids was performed by acid hydrolysis and determination by HPLC
with column-type C-18. The profiles chromatographics of M. aquifolium, that made up the
Active Germplasm Bank of Farm Monte Alegre in the municipality of Telemaco Borba, PR,
allowed the visualization of 12 peaks of flavonoids and among these were identified and
quantified flavonoids rutin, quercetin and kaempferol. The flavonoids were identified from
espinheira santa by comparing of the retention times with those of standards, rutin, quercetin
and kaempferol identified by column chromatography. The profiles cromatrografics of M.
aquifolium allowed the visualization of flavonoids 12 peaks with the identification and
quantification of flavonoids rutin, quercetin and kaempferol. The highest average levels of
rutin (287.96 + 1.24 mg g) were detected in Lagoa area, The highest average levels of
quercetin (3.78 + 0.07 mg g"') were detected area between Mortandade/ Trinita. The highest
average levels of kaempferol (0.847 + 0.001 mg g) were detected in the area of Trinita. The
highest levels of rutin and quercetin were found in adult plants of M. aquifolium. The highest
levels of the kaempferol were found in the young plants

Key-words: Germoplasm. HPLC. Flavonoids. Espinheira santa.
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1 INTRODUCAO

Maytenus aquifolium Mart. ¢ uma espécie pertencente a segdo Oxyphyla da
familia Celastraceac e nativa da América do Sul (CARVALHO-OKANO, 1992). Ocorre
predominante na Regido Sul do Brasil (MARIOT; BARBIERE, 2007). A sua distribuicao
ocorre geralmente nos sub-bosques das matas entre as altitudes de 100 a 1000 m nas regides
sul e sudeste (PERECIN, 2000). Estudos etnobotanicos tém revelado, que além da agdo
bioldgica comprovada de M. aquifolium, esta espécie apresenta indicagdo popular para outras
finalidades, como, por exemplo, depurativo do sangue, tratamento de diabetes, problemas no
sistema urinario, problemas intestinais, antiespasmodico, contraceptivo, antiulcerogénico,
cicatrizante, diurético e analgésico (MARIOT, 2005; MOSSI et al., 2009).

A depredacdo das florestas nativas em busca da espinheira santa tem
causado erosdo genética desta espécie e a destrui¢do de seus habitats, bem como colocagdo da
espécie em risco de extingdo no Rio Grande do Sul (CONSEMA, 2002). A forte agdo
antropica a que a M. aquifolium é submetida tem colocado esta espécie na lista das espécies
medicinais nativas brasileiras consideradas como prioritarias para conservacao (CONSEMA,
2002).

Os bancos de germoplasmas de plantas, uma das formas mais eficazes e
eficientes de conservacgdo, disponibilizam os recursos naturais para uso sustentdvel e sdo
considerados acervos de material vivo, constituindo cole¢des de sementes, polen, tecidos ou
individuos nativos, que visam a conservaciao da diversidade genética das espécies vegetais,
especialmente as de importancia s6cio-econdmica.

Os extratos de folhas de M. aquifolium apresentam diversos compostos
organicos, principalmente fenois, flavonoides, taninos e triterpenos (SOUZA-FORMIGONI et
al., 1991; PEREIRA et al., 1993; GONZALEZ et al., 2001).

A presenca de flavondides como rutina, quercetina e canferol em M.
aquifolium (YARIWAKE et al., 2005; CHABARIBERI et al., 2009; DIAGONE et al., 2012)
sugere a possibilidade desses compostos como marcadores quimicos ja que, segundo
Zuanazzi (2000), os flavondides possuem caracteristicas que refor¢am essa escolha, como:
abundancia relativa em quase todo reino vegetal; especificidade em algumas espécies; relativa
facilidade de identificacdo; estabilidade e menor influéncia do meio ambiente.

Esses compostos sd3o provenientes do metabolismo secundario das plantas
que possuem além do valor medicinal, fun¢do ecoldgica importante para a sobrevivéncia da

espécie, como carater adaptativo. Como a producdo, presenca e concentracdo destes
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compostos sdo reguladas geneticamente, pode-se inferir que diferencas de variabilidade
genética entre populagdes, podem resultar em diferentes niveis de regulacdo e expressao dos
genes, responsaveis por tais produtos do metabolismo secundario (MAIRESSE, 2005).

Novas tecnologias da biologia molecular tém sido utilizadas para detectar o
polimorfismo do genoma das diferentes espécies. Dentre as técnicas moleculares para analise
do DNA, o RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) que utiliza iniciadores (primers)
aleatorios para amplificar regides no genoma, e assim mostrar o polimorfismo entre
individuos ¢ importante na caracterizacao das espécies.

Outra forma ¢ o desenvolvimento de técnicas analiticas que possam
identificar e quantificar o principio ativo com atividade medicinal nas espécies em estudo.
Dentre os varios métodos cromatograficos, o mais usado e indicado para estudos fitoquimicos
para a espinheira santa ¢ a técnica de separacdo, cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) (YARIWAKE et al., 2005; DIAGONE et al., 2012).

A conservacao e a utilizagao racional do potencial oferecido pela natureza ¢
um desafio cientifico-tecnologico atual. A implantagdo de bancos de germoplasma de
espinheira santa deve ser encarada como uma responsabilidade principalmente do Parana,
onde se encontra a grande parte da variabilidade genética. Se a espécie possuir arvores
portadoras de genes raros ou combinagdes genéticas especiais como, por exemplo, resisténcia
a doencas atuais ou futuras, ¢ muito provavel que as mesmas sejam encontradas nas
populacdes com maior variabilidade genética.

Independentemente dos objetivos da colegdo, ¢ sempre importante que se
possa ter o méaximo da variabilidade genética original com baixo numero de plantas. E
recomendado a organizagdo das colecdes de germoplasma de forma a ter de 70 a 80% da
variabilidade do reservatdrio genético da populagdo original, concentrada em cerca de 10 a
15% do total de plantas ou acessos, com baixos niveis de duplicagdo de gendtipos. Essas
colecdes sdao conhecidas como “core collections” ou colegdes nucleares (MORALES, 1995).

A realizagdo de estudos que abordem aspectos da biologia de populagdes. E de
extrema relevancia, como estrutura, dindmica e biologia reprodutiva e estudos fitoquimicos para
o género Maytenus (HAMILTON, 2004). Diante da importancia da espinheira santa, o objetivo
deste trabalho foi avaliar a variabilidade dos flavonoides rutina, quercetina e canferol em
quatro populacdes isoladas de M. aquifolium da Fazenda Monte Alegre localizada no

municipio de Telémaco Borba, PR.
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2 REVISAO DE LITERATURA

A exploracdo de muitas espécies medicinais nativas tem sido realizada de
forma extrativista e muitas vezes predatoria, o que influéncia na estrutura genética e na
distribuicdo espacial da variabilidade genética de espécies e populagdes. A grande maioria
dessas espécies nao tém suas propriedades farmacologicas estudadas embora sejam
amplamente usadas em tratamentos de varias doengas pela medicina popular (PERECIN;
KAGEYMA, 2002).

E preocupante o ritmo de extingio de plantas mesmo antes de 2003 quando
a extingdo ja atingia niveis entre 50 a 100 vezes maior do que as taxas médias observadas no
passado (GUERRA; NODARI, 2003). Estima-se que mil espécies sdo extintas por ano no
planeta (trés por dia), se a destrui¢do continuar neste ritmo atual, até o ano de 2015, entre 4%
e 8% de todas as espécies vivas presentes nas florestas tropicais pode desaparecer; algumas,
sem nem mesmo, terem sido descritas, catalogadas ou estudas (HUGHES et al., 1997). O
Brasil foi responsavel por 28% das perdas de florestas tropicais e por 14% dos demais tipos
de floresta (SANDES; BLASI, 2000).

As inumeras espécies vegetais tropicais e subtropicais sdo verdadeiras
reservas de genes adaptados a diversos ambientes, genes de interesse para a agricultura, para a
industria de fitoterapicos e importantes para o melhoramento dos produtos ja existentes e para
a sintese de novas moléculas, podendo gerar beneficios incalculdveis (MAZZA; BAGGIO,
2002).

A “Estratégia Global da Biodiversidade™ prevé a utilizacdo sustentavel dos
recursos naturais, propondo politicas de apoio a gestdo e conservagdo dos mesmos, em relacao
as plantas medicinais, o documento cita as sé€rias ameacas de extingdo ou perda da variedade
genética no ambiente silvestre, enfocando a importdncia das mesmas na manutengdo das
praticas tradicionais de medicina das comunidades locais. Também propde o seu cultivo, nao
apenas para aliviar a pressdo sobre as espécies silvestres e garantir o seu suprimento, mas
como possivel fonte de renda adicional para agricultores (WRI/UICN/PNUMA, 1992).

Dados da Associacdo Brasileira de Fitoterapia (ABFIT) revelam que o
mercado de fitoterdpicos cresce cerca de 10% ao ano, e em 2011 representou 8% da venda
nacional de medicamentos, ante 15% do mercado internacional. Em 2008, o mercado era de
USS$ 550 milhdes no Pais, estimou-se que os medicamentos fitoterapicos movimentaram US$
93,5 bi em 2015 (QUEIROZ, 2012). A categoria de fitoterapicos tem muito a desenvolver,

visto que esse mercado compde menos de 3% do mercado total de medicamentos, e o Brasil
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tem a segunda maior biodiversidade do mundo, com 22% de todas as plantas. O Pais abriga
nado somente a maior diversidade bioldgica do planeta, como esta apresenta alta variabilidade
genética com detencdo de mais de 30% dos remanescentes de florestas tropicais existentes
sobre a superficie terrestre (MEDEIROS et al., 2004).

A grande maioria das plantas medicinais ¢ coletada em habitat natural, e por
maior que seja o numero de individuos numa localidade, ndo sdo suficientes para atender a
uma demanda constante e ininterrupta, principalmente quando a espécie tem multiusos, sendo
necessario o cultivo sistematizado para garantir producdo regular e em larga escala (BRITO,
2007).

A eficacia e seguranca de muitas plantas medicinais j& foram comprovadas
cientificamente. Entretanto, ha problemas de varios niveis que limitam seu uso (BERTONI,
2003). Entre eles estd a dificuldade na identificacdo botanica de espécies medicinais, pois
muitas plantas possuem semelhancas morfoldgicas, que s6 podem ser distinguidas por
especialista, como por exemplo, ocorre com o género Maytenus, onde se tem as espécies M.
aquifolium, M. ilicifolia e M. muelleri, trés espécies vegetais que sdo conhecidas como
espinheira santa e sdo passiveis de extin¢do, sendo considerada prioritdria para agdes e
estudos de manejo sustentdvel por varios especialistas no assunto (BERTONI, 2003;
CONSEMA 2002; VIEIRA, 1999; VIEIRA et al., 2002).

A enorme variabilidade genética detectada em algumas espécies medicinais
podem expressar alteragdes quantitativas e qualitativas nos metabdlitos secundarios, o que
dificulta a obten¢ao de droga padronizada (BERTONI, 2003).

Outro obstaculo citado por Betoni (2003) ¢ a forte pressdo antropica a que
as espécies vegetais estdo submetidas bem como sua exposi¢cdo a erosdo genética e redugdo

dréstica de populacdes endémicas, o que dificulta sua utilizagdo em larga escala.

2.1 ASPECTOS GERAIS DE MAYTENUS SP

O género Maytenus ¢ formado por espécies arbustivas ou arbdreas
encontradas em matas e campos (BARROSO, 1991; JOLY, 1993). A familia Celastraceae,
ordem Celastrales, engloba 98 géneros (MOSSI et al., 2010) e cerca de 1300 espécies, que
podem ser encontradas principalmente nas regides tropicais (STEVENS, 2001).

A ocorréncia do género Maytenus ¢ ampla, suas espécies distribuem-se de
norte a sul do Brasil, ocupando a maioria dos tipos de vegetagdes como a Floresta Amazonica,

Floresta Atlantica (incluindo todas as suas formagdes), Caatinga, Restinga, Campo Rupestre e
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Cerrado (CARVALHO-OKANO; LEITAO-FILHO, 2004). Na América pode ser encontrado
na regido norte até o México, e na regiao sul até a Terra do Fogo; I€men, Malasia e Tailandia;
regidio noroeste da Africa, Ilhas Canarias, nordeste da Etiopia e sul da América do Sul. Esse
género adapta-se a uma grande variedade de climas, desde o tropical ao subpolar
(CARVALHO-OKANO, 1992).

Por concentrar-se na América do Sul, esse género ¢ considerado pantropical,
tendo o Brasil aproximadamente 40% das espécies existentes, sendo que as populagdes de
espinheira santa sdo encontradas em regides com altitudes de até 1200 metros e clima
subtropical ou temperado (CARVALHO-OKANO; LEITAO-FILHO, 2004). Contudo a maior
riqueza de espécies Maytenus sp ¢ observada na Regido Sudeste, a qual possui 27 espécies,
seguida das Regides Nordeste e Sul com 12 cada e, Centro-Oeste com trés espécies,
ressaltando que dos 27 taxons distribuidos no Sudeste, 10 deles ocorrem também no Sul e 5
no Nordeste (CARVALHO-OKANO; LEITAO-FILHO, 2004). O Brasil pode ser considerado
um dos centros de diversidade especifica (CARVALHO-OKANO, 1992).

Algumas espécies do género Maytenus de clima do tipo Cfa sdo elementos
raros nas Florestas Estacional Semidecidual e Ombroéfila Densa com a Floresta Ombrofila
Mista no Parana. Estudos t€m identificado populacdes distribuidas sobre diferentes litologias
e classes de solo; também se observa que a espécie € tolerante a diferentes regimes de
saturagdo hidrica do solo, entretanto, tem-se constatado que quanto mais proximo o lengol
fredtico da superficie, mais rara a sua ocorréncia (MAZZA et al., 2003; RADOMSKI et al.,
2004b). No Brasil, M. ilicifolia apresenta uma distribui¢do predominantemente subtropical,
ocorrendo em regides onde o tipo climatico predominante ¢ o Ctb, com temperatura média do
més mais quente de 22°C, temperatura média do més mais frio superior a 10°C e precipitagio
média anual de 1500 mm (CARVALHO-OKANO, 1992; LEITE, 1994).

Na floresta ombrofila mista, de modo semelhante a outras formagoes, além da
excessiva fragmentag¢ao devido a ocupagao e utilizagao das terras, houve também intensa retirada
de espécies arboreas (MAZZA, 2006). Segundo a autora, na atualidade, varias espécies de valor
medicinal, alimenticio e industrial, continuam sendo extraidas e algumas delas encontram-se
com risco de extingdo. Sendo assim as unidades de conservagao para essas espécies assumem um
papel fundamental na conservacao dos ecossistemas, porém, no Brasil, a composi¢ao ¢ a
magnitude da biodiversidade nas areas protegidas sao pouco conhecidas (HAMILTON, 2004).

Espinheira santa ¢ o nome popular comum para varias espécies como, por
exemplo, Maytenus aquifolium Martius ou Maytenus aquifolia Martius, Maytenus robusta
(LEHMKUHL; TCACENCO, 2007), Maytenus truncata Reiss (SILVA et al.,, 2005),
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Maytenus llicifolia, Maytenus muelleri Schwacke (LIMA et al., 2011). Entre essas, a
espinheira-santa (M. ilicifolia) tem sua obtengdo para fins comerciais a partir do extrativismo
ou de plantas cultivadas, das quais sdo coletados os ramos e as folhas do terco superior em
podas anuais (CIRIO et al., 2003). Essa espécie M. ilicifolia esta ameagada de extingdo no
Brasil, por ser explorada em regime basicamente extrativista (BATALHA et al., 2002). Seu
nome popular deve-se ao fato de suas folhas possuirem bordas com espinhos e por possuir
propriedades medicinais (MAGALHAES, 2002). As folhas secas sdo inodoras e com sabor
suave, levemente adstringente (BRASIL, 2011). Embora, no Parand, os plantios de M.
ilicifolia venham aumentando nos ultimos anos, atualmente, a espécie se encontra nas listas da
flora ameacada de extingdo no estado, ela é enquadrada na categoria "rara" (PARANA, 1995),

sendo considerada prioritaria a tomada de agdes de conservacdo e manejo sustentavel

(VIEIRA et al., 2002).

2.2 ASPECTOS GERAIS DE MAYTENUS AQUIFOLIUM

"Espinheira santa", "espinho-de-deus", "salva-vidas", "sombra-de-touro",
"erva-cancerosa", "espinheira-divina", "cancerosa” sdo nomeacgdes populares para M.
aquifolium Martius (CARVALHO-OHANO, 1992). Esta espécie também ¢ identificada como
Maytenus aquifolia Martius, ¢ assim como a Maytenus ilicifolia ¢ muito utilizada pela
medicina popular como fitoterapico. Devido a grande semelhanca entre elas, muitas vezes sao
confundidas, apresentando inclusive os mesmos nomes vulgares dependendo da regido em
que ¢ encontrada, estas espécies sdo facilmente identificadas principalmente pela forma dos
ramos, angulosos e carenados no caso de M. ilicifolia, ¢ cilindricos e achatados para M.
aquifolium (CARVALHO; OKANO, 1992; PERECIN, 2000).

E um arbusto ou arvore medindo de 1,5-12,0 m de altura, apresenta ramos
novos glabros, cilindrico-achatados; folhas cartidceas, glabras; peciolo com 0,5-1,0 cm de
comprimento; estipulas inconspicuas; limbo com 6,0-19,0 cm de comprimento e 2,0-6,0 cm
de largura; nervura primaria proeminente em ambas as faces; nervuras secundarias
subsalientes; forma eliptica ou mais comumente oblongo-eliptica; base aguda ou obtusa; apice
agudo a obtuso com mucron; margem com muitos espinhos, serrada. A Inflorescéncia ¢ em
fasciculos multifloros, apresentando pedicelos florais com 0,4-0,7 cm de comprimento. As
sépalas sdo ovais de 0,4 cm de comprimento e 0,3 cm de largura. Os estames apresentam

filetes achatados na base. O estigma ¢€ séssil ou com estilete distinto; ovario saliente ou imerso
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totalmente no disco carnoso. O fruto ¢ uma capsula bivalvar, orbicular; o pericarpo maduro
apresenta coloracao castanho-avermelhada (CARVALHO-OKANO, 1992).

O florescimento da espinheira-santa M. ilicifolia ocorre entre os meses de
setembro a dezembro e a frutificagdo de outubro a fevereiro (CARVALHO-OKANO, 1992).
A frutificagdo desta aldégama ocorre durante um periodo relativamente longo, iniciando no
Estado do Rio Grande do Sul, seguido por Santa Catarina, e por ultimo, o Parana
(SCHEFFER; ARAUJO, 1998; PERECIN, 2000).

Na América do Sul, esta planta medicinal estd presente principalmente em
toda regido sudeste e sul do Brasil, e espalhando-se também por paises como Chile, Uruguai,
Paraguai e Bolivia (CORDEIRO et al., 1999; PERECIN, 2000 ).

De acordo com Carvalho-Okano e Leitao- Filho (2004), o Brasil apresenta 80
espécies do género Maytenus caracterizados quimicamente pela presenca de triterpenos,
alcaloides, taninos e flavonoides. S3o 15 espécies de Maytenus encontrados apenas na
Amazobnia. Das espécies distribuidas no Brasil extra-amazonico, 9 bindmios e diversas
variedades foram sinonimizados como é o caso de M. aquifolium e M. ilicifolia (GONZALEZ et
al., 1996; JORGE et al., 2004).

Maytenus aquifolium Martius ¢ uma espécie que ocorre naturalmente em
Floresta Ombrofila Mista no Estado do Parand, podendo ser encontrada também em Floresta
Ombroéfila Densa, Floresta Estacional Semi Decidual; Mata Ciliar e Floresta Estacional
Decidual (KOZERA et al., 2000).

A crescente utilizagdo da espinheira santa provoca a coleta indiscriminada e
o aumento da ameaca de desaparecimento de exemplares nativos de M. aquifolium
(CONSEMA, 2002). Tal demanda tem incentivado os estudos sobre o cultivo de M.
aquifolium, visando o seu aproveitamento econdmico, inclusive como matéria-prima para a
industria de medicamentos fitoterapicos (YARIWAKE et al., 2005).

M. aquifolium pertence ao grupo das climaxicas (finais de sucessdo),
espécies que tém crescimento lento, germinam e se desenvolvem com pouca exigéncia de luz,
geralmente tem sementes grandes e ndo apresentam dorméncia, ocorrem no sub-bosque ou no
dossel da floresta, ¢ normalmente representam pequeno nimero de espécies, com médias e
altas densidades de individuos no caso de espécies de sub-bosque, e altas dominancias para as
espécies de dossel e emergentes (RODRIGUES, 1991; ODUM, 1994; KAGAYAMA et al.,
2003).

As espécies vegetais climaxicas como a M. aquifolium sdo muito sensiveis a

perturbagdes antrdpicas, uma vez que este grupo ecoldgico surge sob o sombreamento do
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dossel, sendo, ainda, as primeiras a sofrerem perigo de extingdo porque possuem crescimento

lento e dependem da fauna dispersora (KAGAYAMA et al., 2003; ZIMBACK et al., 2004).

2.3 PROPRIEDADES MEDICINAIS DE M. AQUIFOLIUM

Os produtos originarios de plantas medicinais ocupam espago cada vez
maior nos tratamentos terapéuticos, pois as contraindicacdes e os efeitos colaterais resultantes
do uso de medicamentos sintéticos podem ser evitados com a utilizacdo de fitoterapicos,
obtendo-se a mesma eficacia de drogas sintéticas (CORREA JUNIOR et al., 1991).

As espécies da familia Celastraceae apresentam importancia terapéutica, que
corresponde a uma grande variedade de atividades farmacologicas como antiulcerogénica,
inseticida, imunossupressora, cicatrizante, antirreumatica, antibacteriana e tratamento de
cancer de pele (CARLINI et al., 1988; SANTOS et al., 1987; FONSECA et al., 2007).

A quarta edicdo da Farmacopeia Brasileira (2002) registra a espécie
Maytenus ilicifolia com comprovada atividade contra tlceras gastricas e gastrites para animais
de laboratorio (SOUZA-FORMIGONE et al., 1991) e seres humanos (CARLINI, 1988).

Entre as espécies medicinais de valor terapéutico esta a M. aquifolium, cujas
folhas sdo utilizadas em programas brasileiros de satide como alternativas para gastrite e
ulceras gastricas (CARLINI, 1988). Os componentes ativos da espinheira santa responsaveis
por estas atividades sdo os flavonoides, taninos e triterpenos (SOUZA-FORMIGONI et al.
1991; GONZALEZ et al., 2001). Esta planta ¢ considerada prioritaria para estudos
farmacologicos pela Central de Medicamentos do Ministério da Satide (CEME) (PERECIN,
2000; DI STASI, 2004).

As pesquisas com as espécies de espinheira-santa foram iniciadas na década
de 60, estimuladas pela sua eficacia no tratamento de ulceras e at¢ mesmo de cancer. Estudos
iniciais revelaram que a espinheira santa contém compostos bioativos com potente agdo anti-
tumoral e anti-leucémica em baixa dosagem (MARIOT; BARBIERI, 2007).

Flavonodides do tipo canferol, metabdlito secundério identificado em M.
aquifolium na sua forma de canferol-3-neohesperidosideo que foi pesquisado em varias
espécies por sua atividade hipoglicemiante (JULIANI, 1929, 1931, 1941; DA SILVA et al.,
2000; PEPATO et al., 2004, 2006; SILVA et al., 2002; PIZZOLATTI et al., 2003; DE
SOUSA et al., 2004; CAZAROLLI et al., 2006). O canferol ¢ eficaz para diminuir a glicemia

de ratos diabéticos apos tratamento agudo pela via oral. O Canferol-3-neohesperidosideo ¢ um



17

composto semelhante a canferitrina que demonstrou efeito hipoglicemiante em animais
diabéticos pelas vias oral e intraperitoneal (CAZAROLLI et al., 2006).

A atividade antiulcerogénica de extratos aquosos de M. aquifolia foi
confirmada em testes laboratoriais com ratos (OLIVEIRA et al., 1991; SOUZA-FORMIGONI
et al., 2001). Fragdes do extrato, ricas em friedelin e friedelan-3-ol, apresentaram atividades
superiores quando comparadas a cimetidina, antiacido sintético usado comercialmente

(SOUZA-FORMIGONI et al., 1991; CARLINI et al., 1988).

2.4 VARIABILIDADE GENETICA EM MAYTENUS AQUIFOLIUM

As intmeras espécies vegetais endémicas dos biomas tropicais e
subtropicais contém genes adaptados a diversos ambientes, genes de interesse para a
agricultura, para a industria de fitoterapicos e importantes para o melhoramento dos produtos
ja existentes e para a sintese de novas moléculas, podendo gerar beneficios incalculaveis
(MAZZA; BAGGIO, 2002). No Brasil, os biomas contemplam uma alta diversidade
bioldgica, incluindo centenas de espécies Uteis ou potencialmente uteis, representando um
estoque genético rico e variado, que vem contribuindo para o avang¢o da agricultura, da
industria e da produgdo de farmacos (ALVES, 2008).

O principio da conservagdo dos recursos genéticos € a manuten¢ao da sua
viabilidade e integridade da variabilidade genética. Fundamentalmente, existem duas
estratégias complementares de conservacdo de recursos genéticos: a in Situ ¢ a ex situ
(ALVES, 2008). Com a crescente perda de recursos genéticos e a degradagdo dos
ecossistemas naturais em todo o mundo, ampliou-se a atuacdo das coletas de germoplasma
passando a incluir recursos genéticos de espécies silvestres, de importancia potencial,
particularmente, das plantas medicinais (WALTER, et al., 2005).

M. aquifolium e M. ilicifolia sao espécies muito semelhantes devido a sua
proximidade filogenética. Tais similaridades podem ser identificadas por alguns caracteres
morfolégicos (MARIOT et al., 2008). As caracteristicas que diferenciam as duas espécies de
espinheira-santa sdo a presenca de ramos jovens tetra ou multicarenados e angulosos para M.
ilicifolia, enquanto que para M. aquifolium, os ramos sdo arredondados ou achatados e lisos.
Além disso, a disposi¢do das folhas nos ramos em M. ilicifolia ¢ de forma helicoidal ¢ em M.
aquifolium ¢ paralela (CARVALHO-OKANO, 1992; CARVALHO-OKANO; LEITAO
FILHO, 2004).
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Perecin (2000) estudou populagdes nativas de M. aquifolium e de M.
ilicifolia nos estados de Sao Paulo ¢ Santa Catarina, e concluiu que a espécie M. ilicifolia
compartilha a presenga de muitos alelos com as populagdes de M. aquifolium indicando
proximidade filogenética e possivel fluxo génico entre as duas espécies. Este fluxo pode estar
acontecendo no momento ou pode ter ocorrido num passado préximo, demonstrando que estas
espécies ndo estdo ou nao estiveram completamente isoladas (PERECIN; KAGEYAMA,
2002; PERECIN, 2000).

A variabilidade genética em M. aquifolium foi descrita por Perecin (2000)
que caracterizou geneticamente 246 individuos de M. aquifolium com o uso de marcadores
1soenzimaticos para cinco populagdes de individuos adultos distribuidos na regidao do Estado
de Sao Paulo, sub-bosque da Floresta Atlantica. As frequéncias alélicas diferiram
significativamente entre as cinco populagdes de M. aquifolium consideradas, e observou a
presenca de alelos raros e exclusivos.

Perecin & Kageyama (2002) verificaram altos indices de variabilidade
genética de cinco populagdes nativas de M. aquifolium no Estado de S@o Paulo que sdo
compativeis com as encontradas na literatura para plantas de fecundacdo cruzada. A presenca
de alelos raros nas populacdes dessa espinheira santa e alta variabilidade genética dentro
dessas populacdes em relagdo a diversidade foram encontradas entre as populacdes estudadas.

A biologia reprodutiva e a distribuicdo da variagdo genética entre 8
populacdes compostas por progénies de 44 matrizes de espinheira-santa dos Estados do Sul do
Brasil foram analisadas commarcadores isoenzimaticos e avaliagdes silviculturais. Scheffer
(2001) concluiu que a maior parte da variagdo genética concentra-se dentro das populagoes,
fato j& evidenciado em outros trabalhos com essa mesma espécie (BITTENCOURT, 2000;
PERECIN; KAGEYAMA, 2002; STEENBOCK, 2003; SAHYUN et al., 2010).

Entre as ferramentas utilizadas para avaliar a estimativa da divergéncia
genética destaca-se a utilizagdo de marcadores moleculares (VIEIRA et al., 2007). Foram
observados niveis moderados de variabilidade genética total (Ht=0,224), niveis altos de
diversidade genética (72,3% dos locos polimoérficos) e alta diferenciacdo genética qualitativa
(indice de divergéncia genética de Fst= 0,21765) para as trés populagdes de M. aquifolium
paranaenses detectada por marcadores do tipo RAPD (SAHYUN et al., 2010).

A diversidade genética da espécie M. aquifolium e M. ilicifolia tém sido
conduzidos abordando a variabilidade inter e intrapopulag¢des, bem como os protocolos de

mapeamento genético e formagdo de bancos de germoplasma (PEREIRA et al.,, 1994;
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BITTENCOURT, 2000; SCHEFFER, 2001; PERECIN; KAGEYAMA, 2002; STEENBOCK,
2003, SAHYUN, 2007).

A quantificacio do grau de dissimilaridade entre géneros, espécies,
subespécies, populagdes e genoétipos-elite utilizados ¢ de fundamental importancia em
genética de populacdes e no melhoramento de plantas (REIF et al., 2005).

A diversidade genética ¢ uma medida de biodiversidade baseada na variagao
genética dentro de cada espécie, tanto entre populacdes geograficamente separadas como
entre os individuos de uma dada populacdo (PRIMACK, 2006). A caréncia de informagdes
com relagdo a caracterizagao de germoplasma tem levado a perda de material vegetal e, por

consequéncia, perda da diversidade genética (MARIOT, 2005),

2.5 METABOLITOS SECUNDARIOS

Muito embora a origem de muitas substancias vegetais ainda ndo tenha sido
completamente esclarecida, a nog¢ao de que existe um metabolismo primério que comeca com
a fotossintese e forma as proteinas, acidos nucléicos, polissacarideos e lipideos. O
metabolismo secundario segue diferentes vias que ddo origem a substincias diversas: os
isoprenoides, oriundos da via do mevalonato; os alcaloides, gerados pela via do chiquimato e
os poliacetatos pela via do piruvato (LOBO, 1976). Substancias como estas sdo especialmente
responsaveis pela biotividade de algumas plantas. Harbone (1992) enumerou milhares destas,
envolvidas em alguma relagdo de interacdo com outros organismos, seja com agente toxico ou
estimulante, tais como terpendides, compostos fenolicos e outros.

A producdo de metabolitos secundarios ¢ o resultado de complexas
interagdes entre biossintese, transporte, estocagem e degradacao (WINK, 1990). Cada um
desses processos, por sua vez, ¢ governado por genes, cuja regulacdo ¢ dependente de trés
fatores principais: hereditariedade, ontogenia (estdgio de desenvolvimento) e ambiente
(ROBERTS et al., 1996). As influéncias ambientais externas resultam muitas vezes na
formagdo de diversos constituintes quimicos em diferentes propor¢des ou em reduzido
rendimento dos principios ativos (LEMBERKOVICS et al., 1996). Portanto a variagdo na
constituicdo quimica dos metabolitos secundarios de plantas ¢ influenciada, principalmente,
por hereditariedade (composi¢do genética), ontogenia (estdgio de desenvolvimento da planta)
e influéncia do ambiente.

Os fatores bidticos e abidticos podem interferir consideravelmente no perfil

quimico dos acessos avaliados (ALVES et al., 2010).
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Com relacdo a localizagdo da producdo de metabolitos secundarios nas
plantas de espinheira santa, Corsino et al. (2000) estudaram a biossintese de triterpendides em
M. aquifolium, ¢ identificaram que as folhas produzem 3b-friedelanol e friedelina (friedelano)
e as raizes acumulam maitenina e pristimerina (quinonametidicos). Os triterpenos derivados
de friedelano, uma vez que sdo biossintetizados nas folhas e translocados para as raizes, e
posteriormente sao transformados em triterpendides quinonametidicos.

O estudo das folhas de Maytenus aquifolium por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) demonstrou também a presenca de diversos
triterpenos (CORDEIRO et al., 1999). A friedelina e o friedelan-3-ol foram os triterpenos
majoritarios identificados. Os flavonodides encontrados em Maytenus aquifolium foram os
flavondis—canferol, quercetina e a rutina (DIAGONE et al., 2012).

Os metabdlitos secundarios desempenham papel importante na vida do
homem, pois estdo associados a diversos usos em diferentes culturas, constituindo
componente de interesse em plantas medicinais, aromadticas, corantes, condimentos,
estimulantes, ¢ mais recentemente em alimentos funcionais (VIEIRA; AGOSTINI-COSTA,
2007).

2.6 FATORES QUE INTERFEREM NAS CONCENTRACOES DE PRINCIPIO ATIVO

Do Norte ao Sul do pais, diferentes biomas abrigam as espécies vegetais de
ocorréncia natural que se adaptam as condi¢des de clima, solo e umidade existentes no local.
Condi¢des sazonais, luminosidade, temperatura e clima podem alterar a composi¢do quimica
dos mesmos (CORREA JUNIOR, 1998; CORREA JUNIOR et al., 1991).

Fatores bidticos e abioticos desempenham forte influéncia sobre a producao
de substancias bioativas frequentemente denominadas de compostos primarios ¢ secundarios
nas plantas. De acordo com Coley et al., 1985; Coley, 1987; Jing e Coley, 1990; Bram &
Quinn, 2000, as variagdes do ambiente podem levar as plantas a expressar de forma
diferenciada a produgdo de substancias bioativas na forma e quantidade.

Os metabdlitos secundarios representam interface quimica entre as plantas e
o ambiente circundante, portanto a sua sintese ¢ frequentemente afetada por condi¢des
ambientais (KUTCHAN, 2001). As proporcdes relativas desses metabolitos secundérios nas
plantas ocorrem de diferentes niveis (sazonais e didrias; inter e intraespecifica), e apesar da

existéncia do controle genético, a expressdo pode sofrer modificagdes resultantes da interacao
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de processos bioquimicos, fisioldgicos, ecoldgicos e evolutivos (LINDROTH et al., 1987;
HARTMANN, 1996).

Algumas vezes, as variagdes de contetido total de metabolitos secundarios
podem ser decorrentes do desenvolvimento foliar e/ou do surgimento de novos 6rgaos que
levam a menor concentracdo dos metabolitos devido a diluicdo ou a maior quantidade de
biomassa (SPRING; BIENERT, 1987; HENDRIKS et al.,1997).

A influéncia do clima sobre a producdo de metabolitos secundarios de
espinheira-santa (M. aquifolium e M. ilicifolia) foi identificada em alguns trabalhos. As
informagdes referentes a interacdo genotipo X ambiente com relagdo a estes compostos
metabolicos sdo importantes para o melhoramento genético da espinheira-santa (MARIOT;
BARBIERE, 2007).

A luminosidade ¢ o principal fator do ambiente que influencia a produgao de
polifendis totais, polifendis ndo tanantes e taninos de M. ilicifolia (RADOMSKI, 1998).
Radomski et al. (2004) detectaram concentragdes diferenciadas de taninos e polifendis totais
em plantas de espinheira santa coletadas em ambientes diferentes.

As plantas de M. ilicifolia desenvolvidas a pleno sol eram menores e com
menor numero de espinhos nas margens e maior concentracdo de taninos nas folhas
(BERNARDI & WASICKI, 1959). E as plantas de espinheira-santa desenvolvidas em
ambiente com alta luminosidade apresentavam folhas mais amareladas, mais espessas e com
espinhos mais pronunciados, menor area foliar e maior peso especifico das folhas, formas
tipicas de adaptagdo de plantas sombreadas expostas a luz solar direta. O peso especifico de
folhas apresentou altas correlagdes para concentragdo de polifendis totais (0,87), polifendis
ndo tanantes (0,82) e taninos (0,83) (BERNARDI; WASICKI, 1959).

Mossi (2003) observou grande variabilidade fitoquimica dentro das
populagdes para concentragdo dos metabolitos secundarios limoneno, geranilacetato, acido
palmitico, fitol, esqualeno, vitamina E, stigmasterol, friedelan-3-ol e friedelin, friedelan-3-one
para as populagdes de M. ilicifolia coletadas nos Estados do Mato Grosso do Sul, Parana,
Santa Catarina e Rio Grande do Sul. Uma andlise de agrupamentos (UPGMA), Mossi (2003)
ndo identificou relacdo entre os grupos formados ¢ as caracteristicas ambientais dos locais de
coleta, o que pode indicar maior influéncia das variaveis locais, como microclima, insolagao,
condi¢des nutricionais do solo, idade da planta entre outros, sobre a concentracdo dos
compostos analisados.

Os estagios fenoldgicos da planta sdo requisitos importantes no estudo de

principios ativos de uma espécie, o que facilita a transposi¢ao de informagdo sobre a espécie,
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tendo em vista que a duracdo do ciclo reprodutivo de cada vegetal ¢ fungdo também da
interacdo dos componentes do ambiente como temperatura, agua, luz, etc... (ANDALORO et
al., 1983).

A ocorréncia de populagdes de espinheira-santa nas planicies aluviais do
Parana estd condicionada ao regime hidrico dos solos [Gleissolos melanicos e haplicos,
Neossolos fluvicos (gleicos e tipicos)]. O estabelecimento e a permanéncia da espécie em
comunidades vegetais estdo intimamente ligados ao ambiente edafico e de luminosidade, o seu
comportamento ¢ de espécie secundaria, em fase inicial ou intermedidria de sucessdo, exigindo
grande quantidade de luz para o seu estabelecimento, desenvolvimento e reprodugdo
(RADOMSKI; PERECIN; STEENBOCK, 2004).

No caso do cultivo de M. aquifolium, a aplicagdo de fertilizantes interfere na

biomassa total e ndo altera a producdo de triterpenos e fendis totais (PEREIRA et al., 1995).

2.7 FLAVONOIDES

Os primeiros estudos fitoquimicos de Maytenus spp. destacaram a presenga
de taninos, alcaloides, flavonoides, terpenos ou isoprenodides entre outros (LIMA et al., 1969).

Os flavondides tém como precursores a fenilalanina e a acetil-CoA. Sao
originados de reagdes de derivados do 4cido chiquimico e derivados do acetato. Os
flavonoides sdo divididos nas classes flavonas e flavonois (MANACH et al., 2004).

Os flavonoides s3o uma classe de compostos fendlicos que diferem entre si
pela sua estrutura quimica e caracteristicas particulares. O termo flavonoide ¢ usado para
descrever ampla colegdo de compostos naturais que apresentam uma estrutura carbdnica do
tipo C¢C;3Cs ou mais especificamente a estrutura fenilbenzopirona. Dependendo da posi¢ao de
ligacdo do anel aromatico na estrutura benzopirona, este grupo de produtos naturais pode ser
dividido em trés classes: flavonoides, isoflavonodides e neoflavondides (BEHLING et al.,
2004).

Os flavonodides sdo encontrados em todos os Orgdos das plantas
(ZUANAZZI, 2001). Sao compostos de baixo peso molecular com uma estrutura base de 15
carbonos, esqueleto defenilpropano, composta por dois anéis fendlicos ligados por um anel
pirano (BEHLING et al, 2004). Existem flavondides que sdo encontrados em um 6rgdo e em
outros ndo, ou quando existe 0 mesmo composto em mais de um 6rgdo, este pode apresentar
diferentes concentragdes. Estes compostos estdo localizados nos vacuolos, cloroplastos e

cromoplastos (CARDOSO et al., 2001).
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Os flavonodides por serem compostos fendlicos agem como potentes
antioxidantes e formam quelatos com os metais (ROCHA, 2006). Eles agem contra virus,
bactérias, fungos, reproducdo e desenvolvimento animal. Podem, também, interferir na
germinacdo de sementes e reproducdo de mudas (OLIVEIRA et al., 1999). Fatores abioticos
naturais como irradiagdo solar, luz ultra violeta, seca, nutrientes e estacdes do ano influenciam
no metabolismo e na produgdo desses compostos (GLYPHIS; PUTTICK, 1988). Além de
constituirem pigmentos coloridos nas plantas, e de estarem envolvidos na respiracao,
fotossintese e na transferéncia de energia, os flavondides exercem ainda vérias func¢des de
extrema importancia nas plantas como atracdo de polinizadores, barreira quimica de defesa
contra micro-organismos (bactérias, fungos e virus), insetos e outros animais herbivoros,
inibi¢do de enzimas, controle hormonal e reguladores de crescimento e acdo antioxidante
(LARSON, 1988, KAMEI et al., 1996, HARBONE et al., 2000).

Flavonoides inibem o crescimento ou matam muitas cepas bacterianas,
inibem importantes enzimas como transcriptase reversa e proteases, bem como destroem
alguns protozoarios patogénicos. Todas essas atividades sdo exercidas com baixa toxicidade
em células animais (HAVSTEEN, 2002).

Foram isolados de Celastraceac derivados agarofuranicos, catequinas,
proantocianidinas, glicosideos, flavonodides glicosilados, alcaloides piridinicos sesquiterpénicos e
a ocorréncia de flavondides, flavonoides glicosilados (CORSINO et al., 2003; FONSECA et
al., 2007). Com os estudos fitoquimicos, alguns flavonoides foram identificados em espécies
do género Maytenus, a quercetina e a catequina, que apresentaram atividade antiulcerogénica
e/ou inibidora da secrecao acida in vivo ou in vitro (BAGGIO et al., 2007).

Estes metabolitos compdem um grupo economicamente importante, sendo
utilizados nas industrias alimenticia, quimica e farmacéutica. Estas substancias tém origem na
via dos fenilpropandides e apresentam mais de 9000 estruturas identificadas (ZUANAZZI;
MONTANHA, 2004). O ntcleo fundamental ¢ constituido por dois anéis fenolicos, o anel A ¢
proveniente da rota do acetato (Malonil-CoA), e o anel B juntamente com a cadeia propionica
forma o anel heterociclico C oriundo da rota do chiquimato (p-Cumaril-CoA), que podem
estar ligados a carboidratos (heterosideos), ndo associados (agliconas) ou ainda polimerizados
(antocianinas) (MARTENS; MITHOFER, 2005).

Sdo conhecidas dez classes de flavondides que possuem o mesmo nucleo
basico (MARKHAM, 1982; MARCANO; MASAHISA, 1991), e entre essas classes sdao
encontradas as flavonas e os flavondis. As estruturas bésicas de algumas classes de

flavonoides contém um grupamento hidroxil em C; no anel C classificados como 3-
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hidroxiflavonoides (flavondis, antocianidinas, leucoantocianidinas e catequinas) e aqueles que
nao tém grupamento em 3-desoxiflavonoides (flavanonas e flavonas). Nos isoflavonoides, o
anel B ¢ ligado ao anel C pela posi¢do C3 (ERLUND, 2004).

Segundo Hertog et al. (1992), a determinacdo quantitativa dos flavonoides ¢
complicada, devido a presenga de agucares ligados a molécula principal e a outras moléculas
em diferentes posigdes. Normalmente, os flavonodides heterosidicos t€ém a porcao glicona
ligada a posic¢do 3 no anel C (ROBARDS et al., 2003).

Flavonoides, tais como quercetina e canferol, sdo compostos fenolicos que
podem ser sintetizados pelas plantas em resposta ao ataque de patogenos (DIXON; PAIVA,
1995), e o nivel de compostos fendlicos nos vegetais depende do estagio de maturidade,
variedade, armazenamento, fatores genéticos, entre outros (NICOLAS et al., 1994), e podem
apresentar com diferentes niveis na mesma planta (PIETTA, 2000).

A rutina é um flavonol diglicosilado (derivado de quercetina), cuja estrutura
quimica é proxima dos flavondides glicosilados presentes na espécie M. aquifolium
(CHABARIBERI et al., 2009). Os aglcares ramnose ¢ galactose sdo encontrados como
constituintes dos flavonoéides glicosilados das espécies de Maytenus, e a rutina por ser um
flavondide polar derivado da quercetina com duas unidades de agucares (quercetina-3-
Oglucoramnosideo) na posi¢ao 3 (COELHO, 2004).

A quercetina, o principal flavondide presente em vegetais e frutas, exerce
potencial efeito anticarcinogénico (SALUCCI, 2002). Este flavondide ¢ abundante na maca,
na cebola e no cha verde e apresenta resultados promissores em estudos experimentais frente
a atividade neuroprotetora. Arredondo et al. (2010) demonstraram a internaliza¢ao neuronal
da quercetina e posterior atividade protetora na toxicidade mediada pelo peroxido de
hidrogénio (H>0;), um importante mediador na formag¢ao de radicais livres.

Flavonodides, quercetina e catequina, identificados em M. ilicifolia e
Maytenus sp, foram determinados como antiulcerogénico e/ou inibidores da secre¢ao de acido
gastrico in vivo ou in vitro (BAGGIO et al., 2007).

Técnicas cromatograficas instrumentais, tais como a cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE) e a cromatografia de camada delgada de alta eficiéncia (CCDAE),
demonstram ser importantes ferramentas para a identificacdo de material vegetal de espécies
de Passiflora com o uso de flavonoides como marcadores (PEREIRA et al., 2004). A CLAE
também demonstrou ser uma opgao eficiente para a analise quantitativa de flavonodides de

Maytenus sp (DIAGONE, 2003; YARIWAKE et al., 2005).
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Documentos oficiais como as Farmacopéias Francesa, Européia e Brasileira
adotam a espectrometria UV-Visivel como método de escolha para a anélise quantitativa de
flavondides em material vegetal. Para o trabalho de rotina, as técnicas espectrométricas
apresentam importantes vantagens em compara¢ao com a CLAE, tais como o menor custo e a
simplicidade operacional (CHABARIBERI et al., 2009). A maioria dos procedimentos
descritos na literatura para a analise de extratos de M. aquifolium é baseado em HPLC-RP
(cromatografia liquida alto desempenho-fase reversa) devido as caracteristicas estruturais dos
compostos polifendlicos (MOLNAR—PERL; FUZFAL 2005; XU et al., 2010).

A variabilidade quimica sazonal em M. aquifolium foi estudada em
exemplares cultivados em Ribeirdao Preto, SP, através da andlise das substancias presentes nas
folhas, ao longo das quatro estagdes do ano durante dois anos. O teor de flavondides totais
quantificados variou de 1,349 a 3,859 mg flavonoides/g folhas secas. A amostra de M.
aquifolium Primavera 92 apresentou maior teor de flavonodides quantificados entre as estagdes
analisadas. A quantificacdo dos flavonodides totais foi feita com quercetina e canferol como
padroes, devido a inexisténcia de padrdes comerciais de flavonodides para M. aquifolium
(YARIWAKE et al., 2005). Com essa pesquisa, 0s autores encontraram tanto para quercetina
como para canferol valores abaixo de 2 pmol de flavonoides g™ folhas secas. Os valores de
0,3 pg. mL' ¢ 0,2 pg.mL™’ foram os limites de deteccdo para os valores calculados,
respectivamente, de quercetina e canferol (YARIWAKE et al., 2005).

No final da década de 90, estudos fitoquimicos com infusdo de M.
aquifolium permitiram isolar e elucidar a estrutura de dois flavondides, a quercetina 3-O-a-L-
rhamnopiranosil (1-6)-O-[ B -D-glucopiranosil(1-3)-O-a-L-rhamnopiranosil (1-2) -O- B -D-
galactopiranosideo] e o canferol 3-O-a-L-rhamnopyranosyl(1-6)-O-[ B -D-glucopiranosil(1-
3)-O-a-L-rhamnopiranosil(1-2)-O- B -D-galactopyranoside] por HPLC-NMR (Cromatografia
liquida de alta eficiéncia-ressonancia magnética nuclear). (SANNOMIYA et al., 1998;
VILEGAS et al., 1999).

Sannomiya et al. (1998) verificaram que a infusdo de M. aquifolium
apresentava flavondis tetraglicosilados: canferol- 3-O-{a-L-ramnopiranosil (1-6)-[ B -D-
glicopiranosil(1-3)- a-L-ramnopiranosil(1-2)]- B -D-galactopiranosideo} e quercetina-3-O-
{a-L-ramnopiranosil(1-6)-[ B -D-glicopiranosil (1-3)- o-L- ramnopiranosil(1-2)]- B -
Dgalactopiranosideo}. Verificaram efeito antitlceras de uma fragdo aquosa em que os
flavonoides tetraglicosilado estavam presentes. A partir dos resultados obtidos, sugere-se uma
correlacdo entre este flavonodide e atividade das folhas de Maytenus, visto que esta substancia

¢ considerada como constituinte majoritario do cha da espécie.
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Leite et al. (2001) verificaram a presenca de derivados do canferol com duas
e trés unidades de acgucares (canferol-3-O- o -L-ramnopiranosil (1-6)-[ B -D-
ramnopiranosil(1-2)]- B -D-galactopiranosideo, canferol-3-O- a -L-ramnopiranosil(1-2)- B -
D-galactopiranosideo) e quercetina triglicosilada (quercetina-3-O- a -L-ramnopiranosil(1-6)-[
B -D-ramnopiranosil(1-2)]- B -Dgalactopiranosideo) em M. aquifolium.

Outro exemplo ¢ a identificagdo de flavondides glucosilados de Maytenus
aquifolium (Celastraceae) com o uso de HPLC-NMR e HPLC-MS-MS (ANDRADE et al.,
2002).

A analise de M. aquifolium por cromatografia de camada fina (TLC)
utilizando PB-caroteno como reagente de pulverizacao revelou a presenga de compostos
antioxidantes no extrato das folhas e casca da raiz de M. aquifolium, e o seu isolamento e
identificagdo como catequinas e flavondides glicosilados (canferol-3-O-a-L-rhamnopiranosil
(1—-6)-O-[B-D-glucopiranosil (1—3)-O-a-L-rhamnopiranosil (1—2)]-O-B-D-glucopiranosil e
quercetina 3-O-a-L-rhamnopiranosil (1—-6)-O-[B-D-glucopiranosil(1—3)-O-a-L-
rhamnopiranosil-(1—2)]-O-B-D-glucopiranosil) (CORSINO et al., 2003).

Devido as caracteristicas estruturais dos compostos polifenolicos, a maioria
dos procedimentos descritos na literatura para a analise de extratos de M. aquifolium ¢
baseado em HPLC- RP (cromatografia liquida alto desempenho fase reversa) (SOUZA et al.,
2009). A cromatografia liquida de alta resolu¢do com um detector ultravioleta de arranjo de
fotodiodo (HPLC UV / PAD) acoplado também ¢ utilizado para deteccdo, esta € uma técnica
escolhida para a andlise de flavonodides e outros compostos fendlicos em produtos naturais,
devido a sua robustez, versatilidade, sensibilidade, no entanto, mais recentemente, as técnicas
de eletroforese capilar (CE) e eletroforese de zona capilar (CZE), foram introduzidas como
uma ferramenta analitica em estudos de muitos metabodlitos secundarios de plantas,
principalmente, devido ao desenvolvimento rapido do método, menor custo operacional,

menor consumo de solvente e maior eficiéncia de separagao (XU et al., 2010).

2.8 VARIABILIDADE QUIMICA EM M. AQUIFOLIUM

A caracterizacdo fitoquimica pode contribuir de forma significativa na
promocao de atividades sustentdveis através da preservacdo e cultivo de espécies medicinais,
além de apresentar uma relacdo custo e beneficio viavel para a populacdo que nio dispde de
medicina institucionalizada. Contribuindo dessa forma com o desenvolvimento

socioeconomico e a valorizagdo da flora nativa. A utilizagdo de plantas medicinais traz
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vantagens ambientais ja que sao produtos biodegradaveis, e seu suprimento ¢ autossustentavel
devido a diversidade da flora medicinal (HAMMOND et al., 1997).

A espécie M. aquifolium apresenta as maiores concentragdes de triterpenos
quando comparada a M. ilicifolia, constituintes importantes na defesa contra microrganismos.
Por outro lado, M. ilicifolia possui niveis de compostos fendlicos que sdo trés vezes maiores
que os presentes em M. aquifolium (PEREIRA et al., 2005).

As plantas medicinais frequentemente apresentam diferencas quimicas
sazonais, afetando a producdo de principios ativos nas diferentes épocas do ano. As folhas de
M. aquifolium foram analisadas em quatro estagdes do ano onde constataram grande variagao
no teor de fenois totais (21,96 a 45,92 mg 4cido tanico g folhas secas), no teor de triterpenos
(55,88 a 93,20 mg triterpenos totais g de folhas secas) e no teor de flavonoide total (1,349 a
3,859 mg flavondides g folhas secas (YARIWAKE et al., 2005). No periodo da primavera
de 1992 ao inverno de 1994, os valores de teores de canferol foram reduzidos de 2,51 = 0,07 a
0,84 + 0,04 mg g' (YARIWAKE et al., 2005). Segundo Harborne & Williams (2000), o
canferol e a quercetina sdo os flavonois mais frequentemente encontrados na forma conjugada
a carboidratos, representando uma estratégia de adaptacdo a sobrevivéncia das plantas
relacionada a protecao contra a radiagao UV-B.

Mossi (2003) observou grande variabilidade fitoquimica dentro das
populacdes de M. ilicifolia coletadas nos Estados do Mato Grosso do Sul, Parana, Santa
Catarina e Rio Grande do Sul para concentragdo dos metabolitos secundarios limoneno,
geranilacetato, acido palmitico, fitol, esqualeno, vitamina E, stigmasterol, friedelan-3-ol e
friedelan-3-one.

A legislagdo brasileira também indica a importancia dos estudos analiticos
para adequar os pardmetros de qualidade dos medicamentos fitoterapicos (PETROVICK et
al., 1999).

Para propor critérios de padronizacdo de medicamentos fitoterapicos ¢
imprescindivel conhecer a variabilidade quimica da espécie vegetal utilizada como matéria

prima.
2.9 IDENTIFICACAO DA VARIABILIDADE QUIMICA
Nas espécies com propriedades medicinais, a avaliagdo dos metabolitos

secundarios, se faz indispensavel para o amplo conhecimento da diversidade ndo apenas

genética, mas também a quimica. A falta ou insuficiéncia de informacao sobre os acessos
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mantidos em bancos ou cole¢des de germoplasmas ¢ apontada por varios especialistas como
uma das causas do pouco uso destes materiais. Os bancos e cole¢des que conseguem manter
os seus gendtipos caracterizados despertam muito interesse entre os pesquisadores que
estudam o recurso genético vegetal conservado (ALVES, 2008).

O conhecimento e identificacdo da diversidade quimica contribuem para o
estudo da variabilidade populacional e sazonal de compostos secundarios em espécies
exoticas e nativas. Populagdes quimicamente distintas, dentro de uma mesma espécie e sem
distin¢do morfologica, com énfase nos metabolitos secundarios majoritarios, foram definidas
como ragas quimicas ou quimiotipos (HAY; SVOBODA, 1993). Segundo Vieira (2002), a
existéncia e o reconhecimento de quimidtipos sdo fundamentais, também, na coleta de
espécies nativas para estudos agrondmicos visando a avaliagdo de constituintes quimicos e a
produgao.

A caracterizacdo quimica pode ser utilizada para separar os acessos
conservados com relacdo a presenca e concentragdo de substancias especificas, ou conhecer a
variabilidade intrinseca ou entre acessos de mesma espécie (VALLS, 2007).

As técnicas mais utilizadas para avaliar a variabilidade quimica das espécies
vegetais sdo a cromatografia em fase gasosa, a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) e a espectrofotometria. Existem diversos equipamentos ¢ métodos de analises para
cada grupo de metabdlitos (COLLINS et al., 2009).

A variabilidade quimica pode ser indentificada, caracterizada e quantificada
através de metodos cromatrograficos. A cromatografia ¢ um método fisico quimico de
separacao dos componentes da mistura com a distribui¢do destes componentes entre duas
fases que estdo em contato intimo. Uma das fases permanece estaciondria enquanto a outra se
move através dela. Durante a passagem da fase movel sobre a fase estacionaria, os
componentes da mistura sdo distribuidos entre as duas fases de tal forma que cada um dos
componentes ¢ seletivamente retido pela fase estaciondria, resultando em migracdes
diferenciais destes componentes (COLLINS et al., 2009).

Sdo varios os critérios usados para a classificacdo das diferentes
modalidades de cromatografia, o mais comum relaciona a técnica empregada para a separacao
e os diferentes tipos de fases utilizadas. Considerando o estado fisico da fase movel, tem-se a
cromatografia gasosa, onde a fase movel ¢ um gas, a cromatografia liquida, onde a fase movel
¢ um liquido e a cromatografia supercritica, onde a fase movel € um vapor pressurizado com

temperatura acima da temperatura critica (COLLINS, 1995).
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A cromatografia liquida em coluna divide-se em cromatografia classica e
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE ou HPLC). A CLAE utiliza instrumentos
muito sofisticados que podem ser totalmente automatizados. E tipo de cromatografia que
emprega pequenas colunas, recheadas de materiais especialmente preparados e uma fase
moével que € eluida com alta pressdo. Ela tem a capacidade de realizar as separagdes ¢ a
identificacao de grande quantidade de compostos presente nas amostras em poucos minutos
com eficiéncia e sensibilidade (COLLINS, 1995).

O teor dos constituintes presentes nas plantas também varia
consideravelmente em funcdo de fatores externos como: temperatura, umidade, luminosidade,
nutrientes do solo, método de coleta, secagem e transporte, parte da planta usada, entre outros.
Cada um desses fatores pode afetar diretamente a qualidade da matéria-prima vegetal e,
conseqiientemente, o produto final e a eficicia clinica dos medicamentos fitoterapicos
(CALIXTO, 2001).

A CLAE ¢ um método analitico especifico, exato e reprodutivel que
favorece a andlise dos extratos vegetais. Reconhecida como a técnica mais adequada para a
determinagdo quantitativa de marcadores quimicos em preparacdes vegetais, a CLAE pode ser
utilizada como um pardmetro de comparagdo ¢ de validacdo de outra metodologia analitica,
pois permite identificar e quantificar substancias mesmo na presenca de interferentes da
matriz vegetal (PAVEI, 2004). A CLAE permite separar um largo espectro de UV de
flavondides de uma droga vegetal alcangando desde os compostos polares até os apolares
(HEIGL; FRANZ, 2003).

Na cromatografia liquida bidimensional (LC-LC) do tipo “heart-cut”,
pequenas fracdes do efluente da primeira coluna sdo transferidas para uma segunda coluna,
onde a seletividade diferenciada desta segunda coluna fornece aumento da resolucdo dos
picos cromatograficos da zona de “heart-cut”, entretanto, apenas algumas regioes da primeira
dimensao sao transferidas para a segunda, sendo, portanto uma técnica nao abrangente (DE
GEUS et al, 1996; SCOTT, 2008). A cromatografia liquida bidimensional com
espectrometria de massa, electrospray por ionizacdo, foi empregada para analisar flavonoides
glicosilados presentes em folhas de M. ilicifolia (SOUZA et al., 2009).

Técnicas cromatograficas instrumentais, tais como a cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE) e a cromatografia de camada delgada de alta eficiéncia (CCDAE)
sdo importantes ferramentas para a identificagdo de material vegetal com o uso de flavonoides
como marcadores (PEREIRA et al., 2004). A CLAE demonstrou, também, ser opgao eficiente
para a andlise quantitativa de flavondides de Maytenus (DIAGONE, 2003; YARIWAKE et
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al., 2005). As Farmacopéias Francesa, Européia e Brasileira ainda adotam a espectrometria
UV-Visivel como método de escolha para a analise quantitativa de flavondides em material
vegetal. Para o trabalho de rotina, as técnicas espectrométricas apresentam importantes
vantagens em compara¢do com a CLAE tais como o menor custo e a simplicidade

operacional.
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3 ARTIGO

VARIABILIDADE QUIMICA DE RUTINA, QUERCETINA E CANFEROL EM
MAYTENUS AQUIFOLIUM EM QUATRO AREAS DE TELEMACO BORBA,
PARANA.

3.1 RESUMO E ABSTRACT

RESUMO: Maytenus aquifolium Mart ¢ uma espécie nativa, com alto potencial genético e de
grande ocorréncia no Estado do Parana. A conservagdo de M. aquifolium possibilita a
preservagdo da variabilidade genética e quimica, enquanto a caracteriza¢do e quantificagdo
dos principios ativos permitem conhecer as qualidades e as potencialidades do germoplasma.
O objetivo do trabalho foi identificar e avaliar quantitativamente os teores médios dos
flavonoides rutina, quercetina e canferol de folhas de plantas adultas e jovens de M.
aquifolium coletadas em quatro areas isoladas de mata do municipio de Telémaco Borba, PR.
A extracdo dos flavonoides foi realizada por hidrolise acida e a determinagdo por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com coluna do tipo C-18. A identificagdo dos
flavonoides foi feita por comparagao dos tempos de retencao com a passagem dos padroes de
rutina, quercetina e canferol pela coluna cromatografica. Os perfis cromatrograficos de M.
aquifolium permitiram a visualizagdo de 12 picos de flavondides com a identificacdo e
quantificacdo dos flavonoides rutina, quercetina e canferol. Os maiores teores médios de
rutina (287,96 + 1,24 mg g") foi obtido nas 4reas de Lagoa, quercetina (3,78 + 0,07 mg g') na
area de Divisa entre Mortandade e Trinita e, canferol (0,847 + 0,001 mg g') na area de
Trinita. As plantas adultas de M. aquifolium apresentaram os maiores teores de rutina e
quercetina, enquanto as jovens, os maiores de canferol.

Palavras-chave: Cromatrografia. Germoplasma. Espinheira santa. Flavonoides

VARIABILITY OF CHEMISTRY RUTIN, QUERCETIN AND KAEMPFEROL
MAYTENUS AQUIFOLIUM IN FOUR AREAS OF TELEMACO BORBA, PARANA,
BRAZIL.

ABSTRACT: Maytenus aquifolium Mart is a native species with high genetic potential and
wide occurrence in the state of Parana. The conservation of M. aquifolium enables the
preservation of genetic variability and chemistry, while the characterization and quantification
of active principles allow to know the qualities and potential of the germplasm. The objective
was to identify and evaluate quantitatively the average levels of the flavonoids rutin, quercetin
and kaempferol in young and adult plants of M. aquifolium collected in four isolated areas of
forest (Lagoa - altitude 880 m, latitude 24°27'21" S and longitude 50°30'16" W; Border
Mortandade Trinita - altitude 812 m, latitude 24°15'23" S and longitude 50°31'10" W;
Mortandade - altitude 827 m, latitude 24°14'58" S and longitude 50°32'48 "W and Trinita -
altitude 797 m, latitude 24°17'45 "'S and longitude 50°31'58" W), in the Telémaco Borba, PR,
Brazil. The extraction of flavonoids was carried out by acid hydrolysis and determination by
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high performance liquid chromatography (HPLC) with C-type column 18. The identification
of flavonoids was made by comparison of retention times of standards of rutin, quercetin and
kaempferol by column chromatography. The profiles cromatrograficos allowed the
visualization of flavonoids 12 peaks with the identification and quantification of flavonoids
rutin, quercetin and kaempferol. The highest average levels of rutin (287.96 + 1.24 mg g™)
was obtained in the Lagoa, quercetin (3.78 + 0.07 mg g') in the area border
Mortandade/Trinita and kaempferol (0.847 + 0.001 mg g™') in the area of Trinita. Adult plants
of M. aquifolium had the highest concentration of rutin and quercetin, while the young plant
had the largest levels of kaempferol.

Keywords: Germoplasm. HPLC. Flavonoids. Espinheira santa.

3.2 INTRODUCAO

Maytenus aquifolium ¢ uma espécie medicinal nativa do Brasil com maior
ocorréncia nos Estados do Parand, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (MARIOT;
BARBIERE, 2007). E uma espécie alégama e climaxica (PERECIN; KAGEYAMA, 2002)
que apresenta atividade antitlcera (GONZALEZ et al., 2001).

A coleta indiscriminada de M. aquifolium tem causado a erosdo genética da
espécie ¢ a destrui¢do de seus habitats, bem como a colocagdo da espécie em risco de extingao
(COMSEMA, 2002 a). Essa forte agdo antropica a que M. aquifolium ¢ submetida tem a
colocado na lista das espécies medicinais nativas brasileiras consideradas como prioritarias
para conservacdo (COMSEMA, 2002 b).

Os flavonoides estdo presentes no género Maytenus (DIAGONE, 2003;
CHABARIBERI et al., 2009; YARIWAKE et al., 2005). Esses sdo compostos provenientes
do metabolismo secundario das plantas, que possuem além do valor medicinal (RAMELET,
2001), a fungdo ecoldgica de promover a sobrevivéncia e adaptacio da espécie.

O canferol e a quercetina sao os flavonois mais freqiientemente encontrados
na forma conjugada a carboidratos, representando uma estratégia de adaptagdo e
sobrevivéncia das plantas relacionada a protecdo contra a radiagdo UV-B (HARBORNE;
WILLIAMS, 2000). O canferol e a quercetina de Maytenus aquifolium foram estudados por
Yariwake et al. (2005), e a rutina por Chabariberi et al. (2009).

A biossintese e a concentracdo dos metabdlitos secundarios sao reguladas
geneticamente. As diferencas de variabilidade genética entre populagdes podem resultar em
diferentes niveis de regulacdo e expressdo dos genes, que sdo responsaveis pela formagao de
metabolismo secundario. A producao e concentragdo dos metabolitos secundarios também sao

influenciadas por fatores ambientais e fisiolégicos (ZARONI et al., 2004).
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Analises cromatograficas de infusdes de folhas de M. aquifolium foram
realizadas sistematicamente a fim de propor procedimentos analiticos para a padronizagao de
preparagdes cromatograficas com a utilizagdo de triterpendides e flavondides como
marcadores (VILEGAS et al., 1994, 1995 ¢ 1998, LEITE et al., 2001, LEITE et al., 2010). A
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) demonstrou ser op¢ao eficiente para a analise
quantitativa de flavonoides de Maytenus (YARIWAKE et al., 2005).

Ha poucos estudos sobre a variabilidade quimica e a quantificagdo de
flavonodides como rutina, canferol e quercetina de M. aquifolium (YARIWAKE et al., 2005,
CHABARIBERI et al., 2009). Estas informagdes s3o muito importantes para o uso da planta
para a preparagao de uma simples infusdao ou para o desenvolvimento de novos produtos pela
industria de medicamentos fitoterapicos ou alopaticos. A variabilidade quimica da espécie
vegetal utilizada como matéria-prima ¢ imprescindivel e precisa ser conhecida para que
aconteca a padronizagdo de medicamentos fitoterapicos (PEREIRA et al., 1995).

A caracterizacdo quimica pode ser utilizada para separar os acessos
conservados quanto a presenga e/ou concentragdo de substancias especificas e principios
ativos. Destina-se também a conhecer a variabilidade intrinseca ou entre acessos de uma
mesma espécie (VALLS, 2007). Portanto, a conservacao da diversidade quimica dos recursos
genéticos vegetais podera ser mais eficiente a partir do levantamento do seu perfil quimico.

Neste contexto de busca pelo conhecimento e caracterizacdo fitoquimica da
espécie procurou-se identificar e avaliar quantitativamente os teores médios dos flavondides
rutina, quercetina e canferol de folhas de plantas adultas e jovens de M. aquifolium coletadas
de quatro areas isoladas do municipio de Telémaco Borba, PR, pelo método da cromatografia

liquida de alta eficiéncia (CLAE).

3.3 MATERIAL E METODOS

As plantas de espinheira santa (M. aquifolium) foram coletadas em quatro
areas da Fazenda Monte Alegre, propriedade da Klabin S/A, localizada no municipio de
Telémaco Borba, PR. Os pontos de coleta foram Lagoa (L) (altitude de 880 m, latitude de
24°27°21”S e longitude de 50°30°16”W), Divisa de Mortandade/Trinita (M/T) (altitude de
812 m, latitude de 24°15°23“S e longitude de 50°31°10”W), Mortandade (M) (altitude de 827
m, latitude de 24°14°58“S e longitude de 50°32°48”W) e Trinita (T) (altitude 797 m, latitude
24°17°45“S e longitude 50°31°58”W).
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Um exemplar representante da espécie M. aquifolium foi depositado no
Herbario da Klabin do Parana, Produtos ndo Florestais, sob o nimero 2214 em 16 de Abril de
2011.

As plantas de espinheira santa amostradas das quatro areas foram
identificadas com placas brancas, metalicas numeradas, afixadas a 1,5 m ¢ a 0,5 m de altura
do nivel do solo nos troncos das arvores adultas e jovens selecionadas, respectivamente.

Foram coletadas dez folhas jovens, inteiras com perfeito estado
fitossanitario da regido mediana da copa da planta. As folhas coletadas foram colocadas em
sacos de papel kraft identificados com o nimero da amostra, data, periodo do dia da coleta e
estagio de desenvolvimento da planta. Em seguida, as folhas foram encaminhadas ao
laboratdrio para serem limpas com 4gua destilada e para a estufa de circulacao de ar forcado a
temperatura de 40°C, para que atingisse 10 a 12% de teor de agua.

Apods a secagem, estas amostras foram trituradas no moinho de facas e
passadas por uma peneira de 16 Mesh (malha de 1,0 mm). A cada operagao de moagem, o
moinho era desmontado e limpo. As amostras moidas foram acondicionadas em sacos
plasticos identificados e armazenadas a auséncia de luz e a temperatura de 3°C até a
realizacdo das analises cromatograficas.

A extragdo dos flavondides das amostras foi realizada com o emprego da
metodologia adaptada de DIAGONES et al. (2012). Uma amostra de 1,0 g de M. aquifolium
foi transferida para frasco de vidro transparente de 50 mL com tampa. Em seguida, adicionou-
se 20 mL da solu¢ao metanol (PA) e dgua Mili Q na propor¢ao 1:1 (v/v). A solugdo foi
aquecida em banho-maria a 50°C sob agitacdo constante durante 30 minutos, e apds o seu
resfriamento, a solucdo foi novamente agitada e filtrada (filtro pregueado). O filtrado foi
transferido para baldo volumétrico de 10 mL e deixados em repouso a temperatura de 4°C
durante 1 hora, passado esse tempo, realizaram-se as leituras cromatograficas.

Utilizou-se cromatografo liquido Waters composto por duas bombas, um
forno para coluna; detector Waters e sistema de processamento de dados, colunas com fase
estacionaria protegida por colunas guarda ou pré-coluna. Forno para abrigar a coluna e injetor.

As defini¢des das condi¢des cromatograficas foram realizadas com testes
com os padrdes rutina, quercetina e canferol dissolvidos em metanol e dgua Mili Q. A
identificacdo dos flavonodides foi feita por comparagdo dos tempos de retengdo com a
passagem dos padrdes de rutina, quercetina e canferol pela coluna cromatografica.

As curvas de calibragdo foram construidas pela injecdo em duplicata de

solucdes padrdes com concentragdes diferentes para cobrir uma faixa de concentragao
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esperada das amostras. A fase movel constituiu-se de um sistema de gradiente para simular as
condigdes pos-hidrolise e melhorar a separagdao dos flavondides. Os limites de detecgdo e
quantifica¢do de rutina, quercetina e canferol foram determinados pela inje¢do de diluigdes
sucessivas da mistura padrdo de rutina (Merck), canferol (Merck) e quercetina (Merck). O
detector apresentou faixa de linearidade com coeficiente de correlagdo médio de 0,9951 para
rutina, 0,99911 para quercetina e 0,99936 para canferol e um fluxo de separacao de 0,70 ml
min™.

Com a utilizagdo do sistema de processamento de dados (Workstation

Classe) foi possivel estabelecer as condi¢des de gradientes alternando-se as propor¢des de

metanol e 4gua acidificada com é4cido fosforico 2%.

3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A aplicacao de CLAE-UV-DAD pode ser considerada um método rotineiro
de “screening” de flavonodides em extratos de plantas. Os espectros no UV obtidos durante a
analise sugerem a subclasse de flavondides analisados e o tipo especifico de aglicona
(SANTOS, 2006).

Com o uso da técnica de CLAE-UV-DAD as diferentes classes de
flavondides podem ser distinguidas através da andlise dos espectros de absor¢do
caracteristicos no ultravioleta, determinados pelo nucleo comum da benzopirona, com dois
maximos de absor¢do: um ocorrendo entre 240 -285 nm (banda II) e outro entre 300-400 nm
(banda I). Em geral, a banda II pode ser atribuida a existéncia do anel A e a banda I ao anel B
(SANTOS, 2006). A classe dos flavonoides ¢ do interesse deste estudo e estdo na faixa de 240
a 450 nm (Figura 3.1).

O perfil cromatrografico das folhas de M. aquifolium coletadas nas regides
de Lagoa, Mortandade, Divisa Mortandade/Trinita e Trinita apresentaram 12 picos de
flavondides para todas as plantas destas areas (Figura 3.1).

Os perfis cromatograficos demonstraram serem semelhantes para as 12
amostras analisadas com relagdo a presen¢a dos flavonoides rutina, quercetina e canferol nas
quatro areas coletados da Fazenda Monte Alegre. Comparando-se o tempo de retengdao do
padrao flavonoide de rutina, quercetina e canferol e os espectros de absor¢do no ultravioleta
resultou os picos observados na Figura 3.1. Nao foi possivel identificar os demais picos de

flavonoides.
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Os perfis cromatrograficos das amostras demostraram a presenga de rutina
[Tempo Retencao (tR) = 19,180 min em 356 nm], quercetina [tR= 32,275 min em 375 nm] e
canferol [tR= 37,161 min em 363 nm)].

Os flavonodides rutina, quercetina e canferol foram também identificados
para a espécie M. aquifolium por SANNOMIYA et al. (1998), VILEGAS et al. (1999 ),
LEITE et al. (2001) e CORSINO et al. (2003).

Figura 3.1 —Perfil cromatografico de Maytenus aquifolium obtido por CLAE com a

identificacao de doze flavonoides detectados nos comprimentos de onda de 240 a
450 nm. Londrina. 2012.
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Sannomiya et al. (1998) verificaram que a infusdo de M. aquifolium
apresentava flavonois tetraglicosilados: canferol-3-O-{a-L-ramnopiranosil (1—6)-[pB-D-
glicopiranosil(1—3) - a-L-ramnopiranosil(1—2)]-B-D-galactopiranosideo} e quercetina —3 -
O - {a-L-ramnopiranosil(1—6)-[B-D-glicopiranosil (1—3) - a- L - ramnopiranosil (1->2)] -B-
Dgalactopiranosideo}.

Os derivados do canferol com duas e trés unidades de agucares (canferol-3-
O-a-L-ramnopiranosil (1—6) - [B-D-ramnopiranosil(1—-2)] - B- D-galactopiranosideo,
canferol - 3 - O - oa- L - ramnopiranosil (1—2)-B-D-galactopiranosideo) e quercetina
triglicosilada (quercetina-3-O-a-L-ramnopiranosil(1—6) - [B-D-ramnopiranosil (1—2)] - B-D-
galactopiranosideo) estdo presentes em M. aquifolium (LEITE et al., 2001).

O parametro de linearidade nesta investigagao foi obtido por meio da curva

analitica do padrao rutina, quercetina e canferol.
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A equacao de correlacdo e os coeficientes de determinagdo obtidos para
quantificar as amostras de M. aquifolium foram y=2,81¢"x+2,38¢"” com R?=0,9995
(Rutina), y=4,76e+04X+7,69e+04 com R2=O,9991 (Quercetina) e y=3,64e+04x+4,006:+03 com
R?=0,9993 (Canferol).

Os valores de desvio padrao relativo abaixo de 5,0% presentes na Tabela 1
indicaram que o método aplicado apresenta precisdao adequada, segundo critérios da ANVISA

(BRASIL, 2003).

Tabela 3.1 —Teores médios de rutina, quercetina e canferol quantificados para plantas de
Maytenus aquifolium coletados nas areas de Lagoa (L), Mortandade (M), Divisa
Mortandade/Trinita (M/T) e Trinita (T) da Fazenda Monte Alegre. Telémaco
Borba, PR. 2011.

Teor de
Local Amostra Planta Rutina Quercetina Canferol
(mgg) (mgg) (mgg)
L1 Adulta 287,958+1,244"  1,916+0,03°  0,442+0,004"
L L2 Jovem 106,247+2,927 2,154+0,07  0,760+0,021
L3 Adulta 218,989+5,507 1,860+0,02  0,674+0,001
Média (Lagoa) 204 1,97 0,62
M 1 Adulta  94,108+0,116 1,842+0,02  0,276+0,001
M 2 Adulta 164,343+5,606 1,795+0,03  0,183+0,007
M M 3 Adulta  83,437+0,090  1,903+0,03  0,415+0,014
Média
(Mortandade) 138 1,85 0,29
MT 1 Adulta 111,555+5,059 3,778+0,07  0,357+0,013
M/T MT 2 Jovem  63,947+1,419 3,224+0,05  0,229+0,008
MT 3 Adulta 238,188+0,614 2,272+0,05  0,727+0,001
Média (M/T) 138 3,10 0,44
T 1 Jovem  88,402+4,172 2,333+0,01  0,847+0,001
T T2 Jovem  82,590+2,304 2,477+0,02  0,805+0,006
T3 Jovem  82,535+3,884 1,925+0,07  0,433+0,003
Média (Trinita) 85 2,20 0,69

E3 A ~
Desvio padrdo da amostra

Os metabolitos secundarios das plantas oscilam de forma sazonal e diaria,
inter e intraplanta conforme o controle genético, expressao que pode sofrer modificagdes
resultantes da interacdo de processos bioquimicos, fisiologicos, ecoldgicos e evolutivos
(HARTMANN, 1996). De fato, os metabolitos secundarios representam uma interface
quimica entre as plantas e o ambiente circundante, portanto, a sua sintese ¢ frequentemente

afetada por condi¢des ambientais (KUTCHAN, 2001).
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Anadlises prévias genéticas com marcadores moleculares do tipo RAPD
(Random Amplyfied Polymorphic DNA) revelaram que as plantas de M. aquifolium
localizadas nas é4reas de Mortandade, Trinita e Divisa Mortandade/Trinita apresentaram
indices de variabilidade genética de moderado a alto e individuos 100% diferentes
geneticamente (SAHYUN et al., 2010). Isto justifica a variabilidade dos teores de flavonoides
das plantas de M. aquifolium coletadas nas Florestas Ombroéfila Mista de Telémaco Borba
apresentadas na Tabela 1. H4 grande diversidade genética também nas plantas localizadas na
area da Lagoa indicando alta variacdo quimica de flavondides rutina, quercetina e canferol.

Yariwake et al. (2005) também verificaram variacoes de teores de
quercetina e canferol obtidos em M.aquifolium coletadas em Ribeirdo Preto, SP, corroborando
com a hipdtese de que ocorre diversidade quimica nesta espécie de espinheira.

A idade e o desenvolvimento da planta s3o de consideravel importancia e
podem influenciar ndo s6 na quantidade total de metabolitos produzidos, mas também as
proporcdes relativas dos componentes da mistura (HENDRIKS et al., 1997; GOBBO-NETO
& LOPES, 2007). A padronizacdo de folhas completamente expandidas e a coleta delas na
regido mediana da copa foram parametros importantes para o estudo de plantas adultas e
jovens espinheira santa como ¢ verificado na Figura 3. 1.

Os resultados obtidos na quantificagcdo de teores de flavondides de folhas de
M. aquifolium demonstraram diferengas quimicas nos teores médios de rutina, quercetina e
canferol nas diferentes areas e entre plantas de espinheira santa (Tabela 3. 1).

A idade e o desenvolvimento do vegetal, bem como dos seus 6rgaos, em
particular, podem exercer influéncia sobre a quantidade total dos metabodlitos produzidos e nas
proporgdes relativas dos componentes da mistura (HENDRIKS et al., 1997). Os perfis
fitoquimicos de M. aquifolium coletados em Telémaco Borba detectaram a presenca de
flavondides nas plantas jovens e adultas, floridas ou ndo (Tabela 3.1).

Verificou-se que as folhas das plantas jovens de M. aquifolium
completamente expandidas apresentaram teores médios de rutina equivalentes a 50% ou
menos do que os encontrados nas plantas adultas (Tabela 3.1).

As plantas jovens apresentaram teores de rutina entre 63,947 + 1,419 mg g’
a 106,247 + 2,927 mg g ¢ as plantas adultas atingiram teores de 83,437 + 0,090 mg g a
287,958 + 1,244 mg g”'. Os teores médios de rutina por regido apresentaram grande variagio
(Tabela 1). Assim pode—se inferir que em plantas adultas que ocorreram em areas de solos
argilosos ou parcialmente argilosos apresentaram os teores médios de rutina mais elevados e a

maior diversidade de teores médios desse flavonoide.
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Os teores de quercetina para plantas jovens foram de 1,925 + 0,07 a 3,224 +
0,05 mg g e nas plantas adultas de 1,795 + 0,03 a 3,778 + 0,07 mg g (Tabela 3.1). Ocorreu
baixa variagdo na média dos teores desse metabolito secundério entre as regides.

Os teores de canferol das plantas jovens variaram de 0,229 + 0,008 a 0,847
+0,001 mg g, e nas plantas adultas, 0,183 + 0,007 a 0,727 + 0,001 mg g (Tabela 3.1).

O teor médio de quercetina encontrado em folhas de M. aquifolium da
regido de divisa Mortandade Trinita foi de 3,10 mg g, 60% maior que o teor médio de
plantas da regido de Mortandade 1,85 mg g™ (Tabela 3.1).

As plantas jovens de espinheira santa oriundas de areas de solo arenoso de
Trinita demonstraram o dobro de teores de canferol que as plantas adultas amostradas de areas
de solo argiloso de Mortandade.

As diferencas na composi¢do quimica entre os individuos de M. aquifolium
analisados devem-se a fatores genéticos e¢ a particularidades de microambientes onde as
plantas ocorreram, tais como a fenologia, diferencas de idades e pressdes provocadas por
herbivoros (CASTELLANI et al., 2003).

A rutina de folhas expandidas de M. aquifolium atingiu teores médios
minimos de 62,5 mg g para plantas jovens ¢ médios maximos de 289,2 mg g para plantas
adultas (Tabela 3.1).

A rutina é o composto majoritario para M. aquifolium coletado em
Telémaco Borba. Nao ha registro na literatura de valores de rutina tdo elevados para a espécie
como os obtidos nas plantas avaliadas.

As areas de Mortandade e Divisa Mortandade/Trinita apresentaram teores
médios de rutina de 138 mg g, enquanto as plantas coletadas na area de Lagoa expressaram
teor médio de rutina de 204 mg g™, 40,3% superior as demais 4reas avaliadas, e na area de
Trinita, o teor médio de rutina foi inferior a 100 mg g (Tabela 3.1).

Chabariberi et al. (2009) quantificaram os teores de rutina em folhas de M.
aquifolium de 13,30 + 2,6 mg g'1 em Ribeirdo Preto, SP, por CLAE-UV/DAD. Estes valores
sdo muito inferiores aos obtidos nas amostras de M. aquifolium coletadas em plantas jovens
(63,947 + 1,419 mg g') na area de Mortandade/Trinita, Telémaco Borba, PR (Tabela 3.1).

As plantas de M. aquifolium das areas de Lagoa, Mortandade e Trinita
apresentaram teores de quercetina muito proximo a 2,0 mg g™, enquanto que aquelas oriundas
da 4rea de Divisa Mortandade/Trinita expressaram um teor médio de 3,1 mg g', um

acréscimo de 64,5% de quercetina (Tabela 3.1).
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As plantas de M. aquifolium das Florestas Ombrofilas Mistas de Telémaco
Borba apresentaram teores médios de quercetina acima de 1,925 + 0,07 mg g, teores médios
superiores aos encontrados nos trabalhos de Yariwake et al. (2005).

O flavonoide canferol foi encontrado em menor concentragdo que de rutina
e quercetina nas plantas de M. aquifolium das quatro areas da Fazenda Monte Alegre,
Telémaco Borba, PR.

Viarios fatores ambientais influenciam a produgdo de flavondides nas
plantas, como por exemplo, temperatura, nutri¢do, injiria, metabolismo do agtcar e do
nitrogénio, ¢ a qualidade de radiagdo (BLANK, 1947). Segundo Harborne (1994), os
flavonoides totais sdo produzidos em menor concentracao nas estagdes do ano que apresentam
fotoperiodo bem definidos.

O flavonoide canferol esta presente nas plantas de M. aquifolium das areas
de Lagoa, Trinita, Mortandade e Divisa Mortandade/Trinita nas concentragdes de 0,62, 0,69,
0,29 e 0,44 mg g, respectivamente (Tabela 3.1). Estes teores de canferol em folhas de M.
aquifolium sdo inferiores aos encontrados por Yarimake et al. (2005) coletados nas épocas de
inverno de 1992 (1,76 + 0,01 mg g™") e 1994 ( 0,84 + 0,04 mg g).

As areas de coletas de espinheira santa das localidades de Lagoa, Divisa de
Mortandade/Trinita, Mortandade e Trinita demonstraram médias diferentes de teores de
rutina, quercetina e canferol entre elas (Tabela 3.1).

Diferencas nas concentracdes de rutina, quercetina e canferol foram
encontradas nas folhas de plantas jovens e adultas de M. aquifolium e também em diferentes
areas das regides (Tabela 3.1).

Na avaliagdo fitoquimica de M. aquifolium ndo se observou a ocorréncia de
flavondides nos meses de julho e agosto segundo Catellani et al. (2003), contudo foi detectado
a presenga de flavondides em 100% dos exemplares de M. aquifolium coletados em Telémaco
Borba no final de julho inicio de agosto de 2011. Os metabolitos secundarios sdo
representados por uma interface quimica entre as plantas e o meio ambiente, portanto a sintese
dos produtos metabodlicos é frequentemente afetada por condigdes ambientais (KUTCHAN,
2001).

A quantificacdo dos flavondides rutina, quercetina e canferol em M.
aquifolium de Telémaco Borba, PR pode proporcionar parametros para a sele¢ao de materiais
de alto valor genético e adaptativo bem como de potencial expressivo de teores médios desse

flavonoides.
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Desta forma pode-se pensar em cultivos de espinheira santa com
caracteristicas especificas, porém nao se pode esquecer das condi¢des especificas do local que

poderdo influenciar nos resultados obtidos.

3.5 CONCLUSOES

Os perfis cromatrograficos de M. aquifolium permitiram visualizar 12 picos
de flavonoides com a identificagdo e quantificagdo do flavonoéide rutina (tR = 19,180 min em
356 nm], quercetina (tR= 32,275 min em 375 nm) e canferol (tR= 37,161 min em 363 nm);

Os maiores teores do flavonoide rutina (204 mg g') foram obtidos nas 4reas
de Lagoa, flavonoide quercetina (3,10 mg g") na area de Divisa entre Mortandade e Trinita, e
flavonoide canferol (0,69 mg g™') na area de Trinita;

As plantas de M. aquifolium adultas apresentaram os maiores teores de

rutina e quercetina, e as plantas jovens, os maiores de canferol.
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CONCLUSOES GERAIS

Os perfis cromatrograficos de M. aquifolium permitiram visualizar 12 picos
de flavonoides com a identificagdo e quantificagdo do flavonoéide rutina (tR = 19,180 min em
356 nm], quercetina (tR= 32,275 min em 375 nm) e canferol (tR=37,161 min em 363 nm);

Os maiores teores do flavonoide rutina (204 mg g') foram obtidos nas areas
de Lagoa, flavonoide quercetina (3,10 mg g™') na area de Divisa entre Mortandade ¢ Trinita, e
flavonoide canferol (0,69 mg g') na 4rea de Trinita;

As plantas de M. aquifolium adultas apresentaram os maiores teores de

rutina e quercetina, e as plantas jovens, os maiores de canferol.
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