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RESUMO

A familia Salicaceae apresenta em sua quimica molecular heterosideos fendlicos. A
espécie Abatia americana (Gardner) Eichler, pertencente a familia Salicaceae, é
considerada endémica do Brasil e embora ndo haja ainda referéncias sobre seu uso
popular, devido a importancia medicinal das Salicaceas, torna-se pertinente o
conhecimento da sua constituicdo quimica e de provaveis efeitos farmacoldgicos. Nesse
contexto, foram realizados estudos botanicos e fitoquimicos de folhas dessa espécie,
determinando as caracteristicas morfologicas e anatdomicas das folhas além de
investigacdo da presenca de compostos fendlicos em seus tecidos, bem como a
identificacdo desses compostos com o foco nos flavonoides. Para tal, folhas frescas e
totalmente expandidas foram coletadas em Ouro Preto. Parte desse material foi fixada
em FAAvo, e, apds 48 horas, lavada em etanol 70%, de onde confeccionaram-se cortes
anatémicos, diafanizacéo e dissociacdo de epidermes, para estudos morfoanatémicos.
Outra parte foi conservada para estudos histoguimicos. Os cortes mostraram que a folha
€ dorsiventral e hipoestomatica com tricomas tectores ornamentados, em ambas as
faces. A epiderme da face adaxial € multisseriada e a abaxial unisseriada, com
estbmatos braquiparaciticos. Possui padrdo de nervacdo camptodromo-broquidédromo
e feixe vascular colateral em arco aberto. Nenhuma estrutura secretora ou cristal foi
encontrado. Testes histoquimicos foram positivos para compostos fendlicos em geral, e
especificamente lignina e taninos. A fim de se realizar estudos fitoquimicos, outra parte
do material coletado, seco e pulverizado, e, em seguida submetida a extracfes
sequenciais, por meio da técnica de percolacdo sequencial em hexano, acetato de etila
e metanol, visando a identificacdo de metabdlitos secundarios majoritarios. Essa etapa
se deu por andlises cromatogréficas classicas para a obtencdo de fracbes mais
purificadas e cromatografia de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas.
Apoés as andlises, foi possivel a identificacdo dos flavonoides lucenina-1, lucenina-3,
lucenina-5, lucenina 2 e outros dois O-heterosideos da fracdo metandlica, sendo que,

nenhum dos flavonoides identificados foram descritos para a espécie estudada.

Palavras-chave: Abatia americana (Gardner) Eichler, metabolismo secundario,

flavonoides, folhas — anatomia, histoquimica.
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ABSTRACT

The Salicaceae family often has phenolic glycosides. Abatia americana (Gardner)
Eichler, belonging to the Salicaceae family, is endemic in Brazil and has not a popular
use described yet; therefore lacks research on its chemical structures and possible
pharmacological activities because of the medicinal importance of Salicaceae family. In
this project, it was conducted botanical and phytochemicals studies for to determine the
morphological and anatomical characteristics of the leaves as well as research the
possible presence of phenolic compounds in their tissues and the identification of these
compounds with a focus on flavonoids. To this end, fresh and fully expanded leaves were
collected in Ouro Preto; part of this material was fixed at FAA7o, and after 48 hours and
preserved on ethanol 70%. Were made transversal sections, diaphanization and
epidermis dissociation in order to morphoanatomic and histochemical studies. The leaf
lamina is dorsiventral and hypostomatic. There are multiseriate adaxial epidermis and
uniseriate abaxial epidermis with paracytic stomata and tectores ornamented trichomes
on both sides. It has intersecundary veins camptodromous-brochidodromous and
collateral vascular bundle in open arc. No secretory structure or crystal were found in the
leaves. Histochemical tests were positive for phenolic compounds, lignin and tannins. In
order to carry out phytochemical studies, another part of the collected material was dried
and pulverized, and then subjected to sequential extractions by means of percolation
technique, aimed to the identification of major secondary metabolites. This step was given
by classical chromatographic techniqgues aimed most purified fractions and high
performance liquid chromatography coupled to mass spectrometry, that made possible
the identification of the flavonoids lucenin 1, lucenin 3, lucenin 5, lucenin 2 and two O-

glycosides from methanolic fraction, not yet described in the studied species.

Key-words: Abatia americana (Gardner) Eichler, secondary metabolism, flavonoids,

leaves — anatomy, histochemistry.
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1-INTRODUCAO

Até o século XIX, os recursos terapéuticos utilizados eram principalmente
as plantas medicinais e seus extratos; no entanto, no inicio do século XX, esses
recursos comecaram a ser estudados e, aos poucos, se estabelecia a tendéncia
de utilizacdo das substancias ativas isoladas, os chamados principios ativos
(SCHENKEL et al., 2010).

O grupo das angiospermas € o mais diversificado de plantas, com
aproximadamente 250.000 espécies (LISTA DE ESPECIES DA FLORA DO
BRASIL, 2015). O Brasil, com sua vasta extensao territorial, 8,5 milhdes kmz,
ocupando quase a metade da América do Sul, concentra de 11% a 14% da
diversidade de plantas do mundo e tem mais de 41 mil espécies catalogadas e
milhares ainda desconhecidas pela ciéncia (MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE,
2013).

Gracas a sua propriedade de sintetizar diversas substancias, as plantas
podem ser consideradas uma das mais ricas fontes de novas moléculas
biologicamente ativas. Portanto, as pesquisas com material vegetal trazem novas
alternativas terapéuticas, tanto pelo desenvolvimento de fitoterapicos inovadores,
passando pela elucidacdo de substancias isoladas, que ainda podem ser
utilizadas como modelo para a sintese de novos farmacos, a fim de se obter
propostas de respostas terapéuticas para muitas doencas (PHILIPPSEN, 2010).

Existem quatro abordagens basicas para a escolha da espécie a ser
estudada: etnodirigida, randdémica, etolégica e quimiotaxondmica. A abordagem
guimiotaxondmica envolve a selecéo de espécies de familia ou género em que se
tenha conhecimento fitoquimico de ao menos uma espécie daquele grupo
(ALBUQUERQUE & HANAZAKI 2006), sendo essa a abordagem selecionada no
desenvolvimento desse estudo.

A familia Salicaceae distribui-se em diversos biomas, com 43 géneros e
cerca de 1000 espécies, sendo que no Brasil, ocorrem 19 géneros e
aproximadamente 80 espécies (SOUSA & LORENZI, 2005). Possui varios
representantes com potencial farmacoldgico, sendo conhecida pela presenca de
espécies medicinais ja estudadas como a Casearia sylvestris Sw., de nome
popular guacatonga, que apresenta varias atividades, entre elas antidiarreica,
antirreumatica, diurética, anti-inflamatoria, antipirética e antiofidica (IMATOMI et
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al., 2009), e varias espécies de salgueiro, incluindo a histérica Salix alba L., fonte
do acido salicilico, molécula que deu origem ao &cido acetilsalicilico de forte
importancia medicinal, além de Salix pentandra L. e Salix purpurea L., com
propriedades anti-inflamatéria, antirreumatica, antipirética, e antisséptica
(BARNES et al., 2002).

Diante disso, a espécie vegetal selecionada nesse estudo, a Abatia
americana (Gardner) Eichler, pertencente a familia Salicaceae, nédo possui relatos
na literatura de sua utilizacdo popular, apesar da importancia medicinal das
Salicaceaes. E considerada nativa, endémica do Brasil, com distribuicdo
geografica no Sudeste e que apresenta como dominios fitogeograficos o Cerrado
e a Mata Atlantica, sendo conhecida vulgarmente como marmeleiro na regido de
S&o Paulo (LISTA DE ESPECIES DA FLORA DO BRASIL, 2015).

Portanto, apesar das atividades descritas acima para a familia Salicaceae,
tanto o género Abatia, como a espécie A. americana, carecem de pesquisas sobre
suas possiveis atividades farmacologicas e composi¢cdo quimica. O estudo
fitoquimico dessa espécie pode fornecer um panorama mais preciso de seu
possivel uso, seja para utilizacdo como droga vegetal ou como fonte de
isolamento de metabdlitos secundérios de interesse. O estudo botanico, por meio
de ferramentas da anatomia vegetal, pode auxiliar no reconhecimento da planta e
possibilitar o controle de qualidade que, associado a técnicas de histoquimica,
evidencia tecidos que armazenam 0S compostos em questdo por meio de
coloracgdes especificas (KRAUS & ARDUIN, 1997).



2-OBJETIVOS

2.1 — Objetivo Geral:

Descrever as caracteristicas morfologicas e anatdmicas das folhas de Abatia
americana (Gardner) Eichler, visando sua utilizagdo no reconhecimento botanico
de uma possivel droga de origem vegetal, além de investigar a sua quimica
micromolecular, focando na subclasse de metabdlitos secundarios, o0s

flavonoides.

2.2— Objetivos Especificos:

= Descrever a morfologia e a anatomia foliar de Abatia americana (Gardner)
Eichler;

= Evidenciar tecidos onde as substancias quimicas ou grupos de substancias
do metabolismo secundario estejam presentes, por meio de técnicas
histoquimicas;

» Realizar extracdes e isolar metabdlitos secundarios majoritarios, com
énfase nos flavonoides;

= |dentificar as substancias isoladas através de técnicas cromatograficas
(UPLC/MSMS) e espectrofotométrica (UV-DAD).



3-REVISAO DA LITERATURA

3.1 - A utilizacéo de plantas como medicamento:

Até o século XIX, os recursos terapéuticos existentes eram principalmente
as plantas medicinais e seus extratos, que, naquela época, pouco se
diferenciavam dos remédios utilizados na medicina popular. No inicio do século
XX, esses recursos comecaram a ser estudados e, aos poucos, se estabelecia a
tendéncia de utilizacdo das substancias ativas isoladas, os chamados principios
ativos (SCHENKEL et al., 2010).

A maioria das espécies vegetais com utilizacdo popular no Brasil sao
espécies exoticas, sendo de origem mediterranea, trazidas no processo de
colonizagao, como o alecrim (Rosmarinus officinalis L.) e a camomila (Chamomilla
recutita (L.) Rauuschert] (NODARI & GUERRA, 2010). Por outro lado, varias
espécies nativas tém sido amplamente empregadas pela populagédo, sendo o
conhecimento sobre seu uso medicinal oriundo de comunidades indigenas e
caboclas do pais, como espécies de Baccharis (carqueja) e de Passiflora
(maracujazeiro) (NODARI & GUERRA, 2010). Varios autores tem relatado a
importancia de se realizar estudos quimicos e farmacoldgicos em espécies
tropicais dada sua intensa producdo de metabdlitos secundarios, fato esse
intimamente associado aos processos evolutivos envolvendo mecanismos de
protecéo contra predadores ou sua utilizacao para fins de polinizagéo e dispersao
da espécie (NODARI & GUERRA, 2010).

Segundo POSER & MENTZ (2010), os produtos quimicos produzidos pelos
vegetais podem ser classificados em: essenciais, quando se tratam dos
metabolitos primarios, conhecidos também como macromoléculas. Estdo
incluidos nesse grupo, os lipideos, protideos e glicideos e possuem fun¢des bem
definidas. O outro grupo é classificado como metabdlitos secundarios ou
micromoléculas, geralmente de estrutura complexa, marcantes atividade
biolégicas e baixo peso molecular. Entretanto, apesar de o0s metabdlitos
secundarios serem considerados por muito tempo como subprodutos do
metabolismo primario, sabe-se que essas moléculas sdo necessarias a

sobrevivéncia e manutencdo da espécie em seu ecossistema, atuando na defesa



do vegetal contra o ataque de herbivoros, por exemplo, além de por muitas vezes
serem importantes na atragcéo de polinizadores e dispersores da espécie.

Varios caminhos para escolha da planta a ser estudada, onde sé&o
destacados quatro tipos de abordagens basicas: etnodirigida, etoldgica,
randdmica e quimiotaxondmica. As investigacOes etnodirigidas consistem na
escolha de espécies de acordo com sua indicacdo de usO por grupos
populacionais em determinadas situacdes especificas. Dessa forma, enfatiza-se
a busca por informacdes construidas naquela regido de acordo com seus recursos
naturais e a forma de utilizacdo dessas plantas em seus tratamentos de doencas.
Suas principais vantagens sao o baixo custo e o tempo envolvidos na coleta de
dados (MACIEL et al., 2002). A etnobotanica e a etnofarmacologia séo
importantes ferramentas nessa pesquisa, onde a primeira se ocupa da “inter-
relacdo direta entre pessoas e plantas” (ALBUQUERQUE, 2005). A
etnofarmacologia, por outro lado, estuda os preparados tradicionalmente
utilizados nos sistemas de tratamento, podendo incluir essas plantas
isoladamente ou em associacdo em conjunto plantas, animais, fungos ou
minerais. A abordagem etolégica € baseada nos estudos de comportamento
animal com primatas (KRIEF et al., 2004), e tem como objetivo avaliar a utilizacéo
dos metabdlitos secundarios por animais, com a finalidade de controlar ou
combater doencas (HUFFMAN, 2003; CARRAI et al., 2003). InvestigacbOes
randémicas envolvem a coleta ao acaso de plantas para triagens farmacologicas
e fitoquimicas. A abordagem quimiotaxondmica, também conhecida como
filogenética compreende a selecdo de espécie de uma determinada familia ou
género, onde se tenha algum conhecimento fitoquimico de pelo menos uma
espécie daquele grupo (ALBUQUERQUE & HANAZAKI, 2006).

Uma vez definida a planta, quando baseada na sua utilizagcdo popular ou
por animais, geralmente se escolhe as partes dessa planta sobre as quais se
possua algum dado de utilizacdo. Em outras abordagens, podem ser escolhidas
diversas partes da planta, embora seja interessante a escolha da folha, quando
se trata de espécies sempre verdes, nao deciduas. Além disso, as folhas sdo os

orgaos mais utilizados na medicina popular.

3.1.1 — Elaboragéo de medicamentos a partir de plantas medicinais:



Segundo FRANCA (2010), apesar de muitos compostos derivados de
plantas medicinais serem sintetizados em laboratorio, sua sintese pode muitas
vezes ser tdo complexa que propicia baixos rendimentos. Entretanto, alguns
compostos ainda nao foram ou nunca serao sintetizados quimicamente.

Na pré-historia, a utilizacdo de plantas pelo homem pode ser dividida em
sete classes: alimentos, construcéo, fibras, materiais, transporte, usos diversos e
para fins medicinais (ALLEN, 2012), onde esse conhecimento vem sendo
transmitido de geracdo em geracao. Ja na antiguidade, registros detalham usos e
aplicacbes de plantas ou de produtos derivados; por exemplo, 6pio (Papaver
somniferum L.), galbano (Ferula galbaniflua Boiss & Buhse), assafetida (Ferula
assafetida L.), meimendro (Hyoscyamus niger L.) e mandragora (Mandragora
officinalis L.) (CUNHA, 2005, GARCIA, 1995 e PELT, 2004) e no Antigo Egito,
utilizacdes de espécies vegetais em rituais e na terapéutica, onde frequentemente,
consumia-se vinhos com ervas medicinais. Na Idade Média, (a partir do século
VIl) a medicina Arabe incorporou conhecimentos médicos gregos e indianos a
medida em que se tornava mais complexa e forte influente dos séculos posteriores
(ALMEIDA, 2003; SAAD, 2013). No século XX, os principais textos de Galeno,
Hipdcrates e Dioscorides ja haviam sido traduzidos para o arabe (SYED, 2002),
incorporando 0s recursos terapéuticos gregos. Na ldade Moderna mosteiros e
conventos da Europa Medieval centralizaram conhecimentos médicos
(MEDEIROS, 2009), contando com enfermarias, boticas e jardins botanicos
(DIAS, 2005). Empiricamente, 0os monges no século XVI, ampliaram o
conhecimento greco-latino contido nos trabalhos de Theophrastus, Plinio,
Dioscorides e Galeno, por meio de ilustracdes e novas informacbes (BUENZ,
2004; PIRES, 1984). Logo, as plantas medicinais passaram a ser compreendidas
como fontes curativas por suas propriedades medicinais intrinsecas, dessa forma,
desmistificando a sua acgéao terapéutica (CUNHA, 2005). A Idade Contemporanea
trouxe consigo um novo parecer, onde foi atribuido a boticas e enfermarias, papel
importante no tratamento das pessoas proximas aos Mosteiros e Abadias
Beneditinos (ALENCAR, 2010; MEDEIROS et al., 2007).

O Brasil, nas décadas de 1940 e 1950, passou por uma transformacgao no
gue diz respeito a utilizacdo de plantas medicinais (BRUNNING; MOSEGUI,
VIANA, 2012), sendo a industria farmacéutica e ndo a desvaloriza¢do da cultura
popular, responséavel por esse fato (FIGUEIREDO; GURGEL; GURGEL JUNIOR,
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2014). Entretanto, segundo LUZ (2005), atualmente, observa-se uma
redescoberta da utilizacdo de plantas medicinais, evento esse fortemente
influenciado pelo novo padréo de comportamento “ecologicamente correto”.

De acordo com ROCHA et al. (2015), a utilizag&do de plantas medicinais foi
reconhecida como recurso terapéutico valido no final do século XX. A partir da
iniciativa da Organizagcdo Mundial da Saude (OMS), 2006, o Brasil instituiu a
Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC) (Portaria
MS/GM No. 971, de 3 de maio de 2006), estimulando a criacdo de hortos de
espécies medicinais, bem como a implantacéo de seu uso no Sistema Unico de
Saude — SUS, sendo o PNPIC uma estratégia inovadora por propor a populagéo
0 uso terapéutico da flora.

Cerca de 25 % dos medicamentos prescritos no mundo tem sua origem em
plantas. Dos 252 farmacos considerados como basicos e essenciais pela OMS,
11 % sao exclusivamente de origem vegetal e uma grande parte s&o precursores
de farmacos sintéticos (RATES, 2001). Alguns exemplos de farmacos com origem

nas plantas estdo demonstrados na tabela 1.

Tabela 1: Exemplos de farmacos e suas plantas de origem (RATES, 2001).

Farmaco Funcéo Planta de origem

Digoxina Aumenta a for¢a do coragao, Digitalis spp.
fazendo com que ele bombeie

melhor o sangue

Quinina e Tratamento da Cinchona spp.
Quinidina malaria Falciparum
Vincristina e Agentes anti-tumorais Catharanthus roseus
Vinblastina
Atropina E muito utilizada para Atropa belladona

combater arritmias e no Mal

de Parkinson

Morfina e Analgésico, acéo sedativa. Papaver somniferum

codeina




A investigacdo e o desenvolvimento de materiais terapéuticos de origem
vegetal é uma tarefa dificil e cara (BORRIS, 1996; TURNER, 1996; WILLIANSON
et al, 1996). Cada novo farmaco requer um investimento de cerca de $100-360
milhdes e no minimo dez anos de trabalho e apenas um composto em dez mil
testados € considerado promissor. Outro fator € que apenas um em quatro destes
€ aprovado como um novo farmaco. No que diz respeito ao rendimento médio de
compostos ativos, a quantidade de matéria prima requerida para a descoberta,
desenvolvimento e langcamento de um novo medicamento no mercado, estima-se
que cada 50 kg de matéria-prima gera cerca de 500 mg de um composto puro
para bioensaios, toxicologia, e avaliagao in vivo e, ainda 200 toneladas de matéria-
prima geram aproximadamente 2 kg de compostos puros para estudos preé-

clinicos e clinicos.

Outro fator relevante no que diz respeito ao estudo de plantas medicinais é
que o processo de descoberta de novos farmacos €& multidisciplinar (DE
PASQUALE, 1984; VERPOORTE, 1989), sendo que as ciéncias basicas

envolvidas sdo: botanica, quimica, farmacologia e toxicologia.

3.2 - O metabolismo secundario:

Segundo VLIETINCK (1987), a relacdo entre os homens e as plantas foi
essencial ao desenvolvimento da maioria das civilizagbes, onde muitas das
plantas superiores apresentavam producdo de Oleos, fragrancias e
medicamentos. Além disso, é fato que muitos dos farmacos utilizados ainda hoje
tém como protétipos os produtos naturais. Logo, as plantas superiores
representam um reservatorio imenso de substancias que podem ser modelos na
sintese de analogos ou uma ferramenta importante no entendimento do

funcionamento dos processos bioldgicos (VLIETINCK, 1987).

Portanto, o surgimento de metabdlitos biologicamente ativos na natureza
se da por necessidades ecoldgicas e possibilidades biossintéticas, sendo que a
co-evolucdo das plantas e demais organismos leva a sintese de metabdlitos
secundérios para fins de defesa ou atracdo (RHODES, 1994). Assim, 0sS
metabdlitos secundarios, por serem fatores de interacdo entre 0s organismos,

frequentemente apresentam atividades bioldgicas interessantes, embora por
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muito tempo tenham sido considerados como produtos de excrecdo vegetal
(SCHENKEL et al., 2010).

Os compostos fendlicos, uma classe de metabdlitos secundarios, se
formam nas plantas em condi¢cdes de estresse, como infecc¢des, ferimentos,
radiacdo ultravioleta, e outros (NACZK & SHAHIDI, 2004). Esses compostos
conferem as plantas sabor, odor e coloracédo de diversos vegetais, sendo muitos
desses economicamente importantes pela utilizacdo como flavorizantes e
corantes de alimentos e bebidas (CARVALHO et al., 2010). Como exemplos
temos o aldeido cinamico da canela (Cinnamomum zeyllanicum Blume) e a
vanilina da baunilha (Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews). Em ecologia quimica,
€ ressaltada a participacdo de fendis como a hidroquinona, o acido elagico e
ésteres de acido galico na defesa das plantas, além de participarem na inter-
relacéo entre animais e vegetais, com atividades como a inibicdo da germinacéo
de sementes, do crescimento de fungos e de plantas em geral. Podem ser
formados através de duas rotas biogenéticas: pela via do acido chiquimico, a partir
de carboidratos, ou pela via do acetato-polimalonato que se inicia com acetil-
coenzima A e malonil-coenzima A e, uma caracteristica de sua biogénese, cita-se
a capacidade que os vegetais tém de produzir um mesmo composto a partir de
diferentes intermediarios (CARVALHO et al., 2010).

3.2.1-Os flavonoides:

Os flavonoides, uma subclasse de compostos fendlicos, biossintetizados a
partir da via dos fenilpropanoides, constituem uma importante classe de polifendis.
Sao de relativa abundéancia entre os metabdlitos secundarios vegetais, com ampla
distribuicdo no reino vegetal e representam um dos grupos fendlicos mais
importantes e diversificados, entre os produtos de origem natural. Alguns
representantes foram encontrados em briéfitas e pteridéfitas, mas estéo presentes
em abundancia em angiospermas, com enorme diversidade estrutural (ZUANAZZI

& MONTANHA, 2010). Suas varias subclasses estdo associadas a rota

biossintética, como demonstrado na figura 1:
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(continuacéo)
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Figura 1: Biossintese de flavonoides. Adaptada de DEWICK (2009).

11



Os flavonoides de origem natural sdo sempre oxigenados, devido a sua
biossintese, e um grande namero ocorre conjugado com acgucares. Quando na
forma conjugada, podem ser chamados heterosideos e, quando sem o acucar,
denomina-se aglicona ou genina. Diversas func¢des séo atribuidas aos flavonoides
nas plantas. Dentre elas, pode-se citar: protecdo dos vegetais contra raios
ultravioleta, insetos, fungos, virus e bactérias; atracdo de animais com finalidade
de polinizacao; atividade antioxidante; controle de acdo dos hormonios vegetais;
agentes alelopaticos e inibidores de enzimas (HARBORNE, 1988; HARBORNE &
WILLIAMS, 2000). Vale destacar que, segundo FERREIRA et al. (2008), flavonas
e flavondis néo estédo presentes apenas nas flores, podendo ser encontrados
nas folhas de todas as plantas verdes. Essas classes de flavonoides protegem
as células contra os raios UV-B (280-320 nm), uma vez que se acumulam nas
camadas das epidermes das folhas e caules, mas permitem a passagem da
luz visivel, que apresentam as cores fotossinteticamente ativas, azul e
vermelho. Outro fator importante é que uma exposi¢cdo maior das plantas ao
raio UV-B leva a um aumento na sintese desses flavonoides (FERREIRA et al.,
2008). Ceélulas especializadas de plantas sintetizam compostos fendlicos e
esses sdo estocados em seus vacuolos, durante o processo normal de
diferenciacdo. No entanto, essas células sdo capazes de, por meio de uma
rapida oxidacdo de seu conteudo fendlico, seguida de lignificacdo e
suberizacdo das células, levar a morte celular, e, consequente bloqueio de
infeccdo, impedindo injurias (BECKHAM, 2000).

O interesse econdbmico pelos flavonoides decorre de suas diferentes
propriedades como, por exemplo, alguns apresentam cor e podem ser usados
como pigmentos, e outros conferem cor e valor nutricional para alguns alimentos.
Sua importancia farmacolégica é oriunda de propriedades atribuidas a alguns
representantes da classe, como antitumoral, anti-inflamatoria, antioxidante e
antiviral. Outros estudos sugerem que alguns flavonoides sao responsaveis por
acao antitumoral consideravel, podendo ainda agir como antivirais, anti-
hemorragicos, hormonais, anti-inflamatérios, antimicrobianos e antioxidantes.
Existem no mercado medicamentos elaborados a partir desse metabdlito, em
particular para o tratamento de doencas circulatorias, hipertensédo e agindo como
cofator da vitamina C (ZUANAZZI & MONTANHA, 2010).
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No que diz respeito a sua extracdo, os flavonoides (particularmente os
glicosilados) podem ser degradados pela acdo enzimatica quando o material
coletado esta fresco ou nado foi seco corretamente. Logo, para a estabilizacdo
sugere-se utilizar materiais vegetais secos, liofilizados ou amostras congeladas.
Quando o material seco é utilizado, geralmente é triturado até o estado de po fino.
Para a extracéo, o solvente é escolhido de acordo com a subclasse de flavonoide
pesquisada. Flavonoides menos polares (por exemplo, isoflavonas, flavanonas,
flavonas metiladas e flavonadis) séo extraidos com cloroférmio, diclorometano, éter
dietilico ou acetato de etila, enquanto que flavonoides glicosilados e agliconas
mais polares sédo extraidos com alcoois ou misturas de alcool-agua. A maioria das
extracbes de flavonoides ainda é feita pela extracdo direta com solventes
(ANDERSEN & MARKHAM, 2006).

O flavonoide da droga vegetal pode ser extraido também em um aparato de
Soxhlet, primeiramente com hexano, por exemplo, para remover lipideos e, entéo,
0 acetato de etila ou etanol para obtencdo de fendlicos. Um procedimento
frequentemente utilizado é a extracdo sequencial, onde, a primeira etapa da
extracdo, com diclorometano, por exemplo, extraira flavonoides nao glicosilados,
as geninas e outras substancias menos polares. Uma etapa subsequente com
alcool é capaz de extrair flavonoides glicosilados, os heterosideos, e outros
constituintes mais polares. Algumas flavanonas e chalconas glicosiladas possuem
baixa solubilidade em metanol, etanol ou misturas alcool-agua. A solubilidade da
flavanona depende do pH das solucbes contendo agua (ANDERSEN &
MARKHAM, 2006). Flavan-3-ol (catequinas, protoancianidinas e taninos
condensados) podem ser extraidos diretamente com &agua. No entanto, a
composicdo do extrato varia com a polaridade do solvente misturado a agua
(ANDERSEN & MARKHAM, 2006).

A preparacdo do extrato pode ser feita ainda de véarias formas, como por
extracdo com liquido pressurizado (Pressurized Liquid Extraction - PLE), onde a
extracao é otimizada por alta temperatura e alta presséo, o que aumenta a difusdo
do solvente no meio e, a0 mesmo tempo, se trabalha ao abrigo da luz. A extragao
por fluido supercritico utiliza das propriedades dos fluidos supercriticos, onde sua
baixa viscosidade e altas taxas de difusdo garantem o ambiente ideal para

extracdo de matrizes por difusdo controlada. Dentre as vantagens desse método,
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citam-se o0 baixo consumo de solvente, seletividade e a degradagdo quimica e
térmica de compostos é menor que em outros métodos como a extragdo por
Soxhlet. A extracdo por ultrassom € uma técnica rapida, que também permite o
uso de misturas de solventes de polaridades diferentes. A extracdo por micro-
ondas (Microwave Extraction - MAE) foi descrita para extracdo de varios
compostos de diferentes matrizes. E uma técnica rapida, onde a amostra ¢
ressuspendida em um solvente, sendo que esse processo envolve o aquecimento
(ANDERSEN & MARKHAM, 2006).

A metodologia utilizada nesse trabalho envolve o método de percolacao, onde,
segundo o Formuléario de Fitoterapicos da Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2011),
€ 0 processo extrativo que consiste na passagem de solvente através da droga
previamente macerada, mantida em percolador, sob velocidade controlada, tendo
como objetivo a extracdo até exaustdo das substancias ativas. Na percolacao, a
droga vegetal moida é colocada no percolador, através do qual € passado o
liguido extrator. Ao contrario da maceracao, a percolacdo é muito utilizada para
extracdo de substancias com alta acao farmacolégica, presentes em baixos teores
ou que apresentem baixa solubilidade ou ainda quando o preco do composto
desejado é consideravel (SIMOES et al., 2010).

No que diz respeito a identificacdo de flavonoides, véarias técnicas podem ser
utilizadas para separacbes preparativas, sendo que a escolha da técnica e
estratégias estdo associadas aos grupos de flavonoides pesquisados.

Um dos métodos utilizados com vantagens econdmicas e de simples operacdo
€ a cromatografia em camada delgada (CCD). As vantagens dessa técnica sao o
curto tempo de separacao, utilizacdo de reveladores e a possibilidade de fazer
corridas cromatograficas de varias amostras ao mesmo tempo, além de ser
referido como método de escolha em screening de extratos de plantas antes da
analise por CLAE (ANDERSEN & MARKHAM, 2006).

A cromatografia em coluna convencional € ainda amplamente utilizada devido
a sua simplicidade e sua aplicabilidade na etapa inicial de separacéo, sendo util
em pesquisas iniciais de extratos ricos em flavonoides. A fase estacionaria pode
ser de poliamida, celulose, silica-gel e os varios tipos de Sephadex (ANDERSEN
& MARKHAM, 2006).
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Segundo ANDERSEN & MARKHAM (2006), a CLAE tem se tornado a técnica
mais popular para identificacdo de flavonoides, tanto em escala preparativa
guanto em escala analitica. Os avancos nos equipamentos, fases estacionérias e
tecnologia das colunas acontecem a todo tempo, o que deixa a técnica cada vez
mais atrativa. A diferenca entre as metodologias para CLAE preparativa e
analitica, € que na analitica, ocorre destruicdo da amostra, enquanto que na
preparativa é realizado um processo de purificacdo que objetiva o isolamento de

uma substancia pura daquela mistura.

Em uma revisdo das técnicas de isolamento realizada em 1982, € possivel
observar que a CLAE preparativa ndo era bem explorada. No entanto, a situacao
hoje é bem diferenciada e cerca de 80% dos isolamentos de flavonoides passam
pela etapa de CLAE. Aproximadamente 95% das aplicacdes de CLAE relatadas
utilizam fase estaciondria de octadecilsilano (C-18) e sdo aplicadas tanto em
corridas isocraticas quanto em corridas em gradiente (ANDERSEN & MARKHAM,
2006).

Alguns exemplos de aplicacdo dessa técnica estao relatados na tabela 2:

Tabela 2: Exemplos de separacdes preparativas de flavonoides por CLAE.
Adaptada de ANDERSEN & MARKHAM, 2006.

Amostra Coluna Eluente
Compostos Fendlicos Nucleosil 100-7C18 MeOH:H20,
Picea abis 250x21mm gradiente
Chalconas Nucleosil 100-7C18 MeOH:H20 76:24
Myrica serrata 250x21mm
Flavonas LiChospher RP-18 CH3CN:H20 3:7
Tanacetum parthenium 250x25mm
Flavonas glicosiladas LiChospher RP-18 Hex: AcOEt 7:3
Lysionotus pauciflorus 250x10mm
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Dentre os métodos analiticos utilizados para identificacdo de flavonoides, o
acoplamento de técnicas como cromatografia liquida com espectrofotometria no
ultra-violeta e/ou ionizacdo por elétron-spray (ESI) na deteccdo por
espectroscopia de massas tem sido uma ferramenta importante na identificacao e
guantificacdo de compostos fendlicos em extratos vegetais (NIESSEN & TINKE,
1995). O cromoforo no UV é o sistema aromatico de elétrons 1 do alcool salicilico
ou outro substituinte aromatico e exibe o espectro de absorcao tipico do anel
benzénico com trés bandas causadas pelas transicbes eletrbnicas T—>1*
(BOECKLER et al., 2011).

Os espectros em metanol de flavonas e flavonois exibem dois picos de
absorcdo maximos entre 240-400nm. Esses dois picos sdo comumente referidos
como Banda | (300-380nm) e Banda Il (240-280nm). A Banda | tem sua absorc¢éo
associada com o sistema cinamoil do anel B, e a Banda Il com a absorcéo do
sistema benzoil do anel A (Fig. 2). O espectro em metanol, particularmente a
posicdo da Banda I, fornece informacdes sobre o tipo de flavonoide e sobre seu
padrdo de oxidacdo. Por exemplo, a Banda | para flavonas ocorre entre 304-
350nm, enquanto que a Banda | para flavondis aparece entre 352-385nm. No
entanto, em flavonois com o grupo 3-hidroxil substituido (metilado ou glicosilado),
a Banda | (328-357nm) se sobrep®e a regido da Banda | em flavonas (MABRY et
al., 1970).

Benzoil Cinamoil

_____O_______________O_____

Figura 2: Sistemas benzoil e cinamoil em flavonoides (MARKHAM, 1970).

Um aumento na oxigenacdo do anel B em flavonas e flavondis e um

deslocamento batocrébmico na banda | ocorrem a cada grupo oxigenado
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adicionado. Por outro lado, enquanto mudancas no padrao de oxigenac¢ao no anel
B, geralmente ndo produz deslocamento da banda I, que pode aparecer como
um ou dois picos. Aumentar a hidroxilagdo do anel A em flavonas e flavonois
produz um efeito batocromico forte na banda Il e um efeito menor na banda |
(MABRY et al., 1970).

O HPLC pode estar acoplado a espectrometria de massas (Mass Spectrometry
- MS), HPLC-MS, sendo uma das mais importantes técnicas da ultima década do
século 20. MS é um dos métodos mais sensiveis de analise molecular, uma vez
que devido ao seu poder de separacdo por massas, € possivel obter uma alta
seletividade na anélise (ANDERSEN & MARKHAM, 2006).

3.3 — Importancia dos estudos botéanicos no controle de qualidade da droga

vegetal

Segundo SIMOES & SCHENKEL (2002), o preparo de monografias oficiais
sobre plantas medicinais exige conhecimentos botanicos, agronémicos, quimicos,
farmacoldgicos e toxicoldgicos e, apenas apds essas analises se torna possivel,
eticamente, considerar ensaios clinicos. Atualmente, exige-se um alto nivel de
seguranca, eficacia e qualidade na producdo de fitoterapicos por agéncias
regulamentadoras. Logo, a permanéncia ou a entrada no mercados desse
produtos estao relacionados com o desenvolvimento de estudos para a obtencéo
de matérias-primas controladas, tecnologias apropriadas para producdo de

extratos vegetais e, por fim, a realizacdo de ensaios clinicos.

Para o controle de qualidade de uma possivel droga vegetal, sao
necessarios estudos farmacobotanicos. Conceitualmente, a farmacoboténica se
preocupa com os estudos de matérias-primas vegetais (OLIVEIRA & AKISSUE,
1993). A qualidade dos extratos vegetais utilizados na terapéutica depende do tipo
de droga vegetal utilizado na sua elaboracdo, segundo OLIVEIRA & AKISSUE
(1993). No que diz respeito ao estudo da raiz e do caule, sdo importantes estudos
da estrutura primaria e da estrutura secundaria; ja na folha, consideram-se trés
regioes, a saber: estudo da nervura central, do limbo e do peciolo. Sépalas e
pétalas recebem o mesmo tratamento da folha e as anteras podem ser

seccionadas antes de serem fixadas, bem como frutos e sementes. A microtécnica
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vegetal, um conjunto de conhecimentos e praticas para o preparo de materiais de
origem vegetal, objetivando-se o estudo microscopico, tem como imprescindivel o
dominio da anatomia vegetal para a perfeita orientacdo da peca a ser cortada, de

acordo com a finalidade de estudo.

A Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2010), em suas monografias de plantas
medicinais, sdo pontuados tépicos a respeito da descricdo morfoanatdmica do
material em estudo. S&o eles: caracteristicas organolépticas, descricdo
macroscopica, descricdo microscopica, descricdo microscopica do po,
identificacdo, ensaios de pureza e doseamento dependendo da espécie em

guestao.

3.3.1 - Histolocalizacgéo:

Em varias espécies, o local da biossintese do metabdlito secundario esta
restrito a um érgao, enquanto que os produtos podem ser acumulados em toda a
planta ou em 6rgaos diferentes, devido ao sistema de transporte intercelular. Os
metabdlitos secundarios com caracteristicas mais polares tendem a ser
acumulados nos vacuolos, enquanto que os lipofilicos tendem a acumular-se em
ductos de células lignificadas ou ligam-se aos componentes celulares lipofilicos,
como membranas, ceras cuticulares e lignina (WINK, 1990).

Essa localizacéo pode ser definida por meio de ferramentas da anatomia
vegetal e técnicas de histoquimica, que juntas, permitem o reconhecimento
estrutural da planta, além de reconhecimento dos compostos por coloracées
especificas. Na histoquimica vegetal, distinguem-se substancias de carater
lipofilico e hidrofilico, tendo os compostos fendlicos (flavonoides e taninos),
caréter lipofilico (PEARSE, 1960).

3.4 - A familia Salicaceae:

Flacourtiaceae foi descrita como uma familia pantropical, com 80-95 géneros
abrangendo cerca de 800-1000 espécies, sendo essas com morfologia floral
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extremamente heterogénea, o que levou a uma dificil identificacdo das espécies
a ela pertencentes. Em um estudo realizado por CHASE et al.(2002), foi detectado
gue nenhuma outra familia de plantas tem delimitagédo téo variavel e controversa
(15-20% dos géneros), com caracteristicas macromorfolégicas comuns a varios
géneros.

No intuito de resolver esse problema, desde 1925 varios pesquisadores
estiveram envolvidos em propor um remanejamento de espécies dessas familias.
Os principais pontos de desacordo eram a inclusdo das tribos Abatieae,
Paropsieae (Passifloraceae) e Prockieae (Tiliaceae), além do grande numero de
familias com um ou dois géneros. Segundo CHASE et al. (2002), Sleumer
determinou Flacourtiaceae como uma “Familia com caracteristicas confusas e
irreconheciveis”. O professor Pittier, botanico respeitado, era um dos que
afirmavam que a familia Flacourtiaceae era um receptaculo de todas as espécies
sem reconhecimento, por meio da seguinte frase: “Na duvida, coloque em
Flacourtiaceae” (WILLIAMS, 1965).

Lemke propds uma nova organizacdo onde a familia era composta por 10
tribos, 79 géneros e 880 espécies, sendo sua classificacdo baseada na
macromorfologia, palinologia, fitoquimica e anatomia do xilema e teve como
objetivo a melhoria do estudo anterior, abrangendo todas as linhas de
investigacdo possivel. Essa sua classificacdo, em 1988, ficou denominada como
“Flacourtiaceae sensu Lemke” (CHASE et al., 2002).

Com a evolucdo dos estudos das Flacourtiaceae, foi possivel notar uma
relacdo entre Flacourtiaceae e Salicaceae, como a ocorréncia de dentes
salicoides e salicina em suas folhas. Logo, CHASE et al. (2002) prop6s como
objetivo de seu estudo de reorganizacdo do género Flacourtia, a divisdo dos
membros da familia Flacourtiaceae em duas familias: Salicaceae e Achariaceae,
por meio de técnicas de biologia molecular, utilizando, para tal, a regido do gene
rbocL do cloroplasto. Dessa forma, espécies que apresentavam glicosideos
cianogénicos e ndo apresentavam dentes salicoides foram realocados para a
familia Achariaceae, juntamente com os géneros Acharia e Guthrieae. Por outro
lado, aguelas espécies que possuiam dentes salicoides, mas ndo apresentavam
glicosideos cianogénicos foram colocadas na familia Salicaceae, junto com os
géneros Salix e Populus, estando de acordo com a Angyosperm Phyllogeny
Group, APG 11l (2009).
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A familia Salicaceae apresenta frequentemente heterosideos fendlicos, possui
tricomas diversos, folhas deciduas, alternas, espiraladas ou disticas, simples,
geralmente serreadas ou denteadas, dentes salicoides, exceto em Casearia, com
venacao peninérvea ou palminérvea. Possui inflorescéncias determinadas a
indeterminadas, de forma variada, as vezes péndulos, reduzidas a uma flor
solitaria, terminais ou axilares (JUDD et al., 2009). Distribui-se em diversos biomas
do mundo, com 43 géneros e cerca de 1000 espécies, sendo que no Brasil,
ocorrem 19 géneros e aproximadamente 80 espécies (SOUSA & LORENZI,
2005).

3.4.1 — Estudos de componentes quimicos de espécies da familia Salicaceae:

Nos estudos realizados com outras espécies que migraram da familia
Flacourtiaceae para a Salicaceae, foi possivel identificar varios compostos do
metabolismo secundario, das mais diversas classes. MOSADDIK et al. (2007a)
encontrou um sesquiterpeno, diterpenos clerodanicos e uma furanona em raizes
de Casearia multinervosa e um novo diterpeno clerodanico e halimane em folhas
e cascas de caule de Casearia grayi (Flacourtiaceae/Salicaceae). MOSADDIK et
al. (2007b) encontrou diterpenos clerodanicos em caule de Casearia grewiifolia
var. gelonioides (Flacourtiaceae/Salicaceae sensu lato), trés novos derivados de
3-benzilbenzofuran-2-onas em Homalium brachybotrys
(Flacourtiaceae/Salicaceae sensu lato), além de glicosideos fendlicos em
espécies australianas de Flacourtiaceae (Salicaceae sensu lato) (MOSADDIK et
al. 2007c). Também foram encontrados glicosideos fendlicos em extrato de caule
de Homalium ceylanicum (Gardner) Bentham (Flacourtiaceae/Salicaceae sensu
lato) (LIU et al., 2013).

3.4.2 — Atividades farmacoldgicas de espécies da familia Salicaceae:

Dentro da familia Salicaceae existem espécies medicinais consagradas na
literatura, como a espécie Salix alba L., conhecida popularmente salgueiro branco.
A salicilina, seu principio ativo, € encontrada em varias espécies do género Salix
e Populus. A substancia foi isolada pela primeira vez em 1829 pelo farmacéutico

francés H. Leroux e possui propriedades anti-reumaticas muito semelhantes as
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do acido salicilico, no qual se converte por oxidacdo no organismo. O acido
salicilico foi sintetizado a primeira vez pelo aleméo Kolbe, que preparou em 1859
pela reagdo entre o fendxido de sédio e dioxido de carbono. Como o é&cido
salicilico causava irritacBes estomacais e gosto amargo na boca dos pacientes, a
fim de combater esses efeitos colaterais Hoffman preparou o acido acetilsalicilico
(PINTO, 2008). Conhecido comercialmente como Aspirina®, o acido acetilsalicilico
€ considerado como um dos farmacos mais antigos com reconhecida propriedade

anti-inflamatoria.

Outra espécie de relevancia medicinal nessa familia € a Casearia sylvestris
Sw., de nome popular guacatonga. E uma espécie nativa do Brasil e estudos
demonstraram efeitos anti-inflamatérios, antioxidantes (ALBANO et al., 2013),
citotoxicos (PRIETO et al., 2012; PRIETO et al., 2013), antidoto contra veneno de
serpente (CAVALCANTE et al., 2007) e analgésico (DE MATTOS et al., 2007).
Cascas de Casearia multinervosa C. T. White & Sleumer, outra espécie desse

género, nativa da Australia, demonstrou acdo antitumoral (COLLINS et al., 1990).

Segundo a Lista de Espécies da Flora do Brasil (2015), quatro espécies do
género Abatia ocorrem no Brasil (Tabela 3):

Tabela 3: Dados geograficos do género Abatia:

Dominio

Espécie

Distribuicdo geogréfica

fitogeografico

Tipo de vegetacao

Abatia angeliana
M. H. Alford

Sul (Parand)

Mata Atlantica

Floresta Ombroéfila

Abatia glabra

Sudeste (Minas Gerais

Mata Atlantica

Floresta Ombroéfila

Sleumer e Sao Paulo)
Abatia Sudeste (Rio de Mata Atlantica | Floresta Ombrdfila
microphylla Taub Janeiro)

Abatia americana
(Gardner) Eichler

Sudeste (Espirito
Santo, Minas Gerais,
Rio de Janeiro e Sao

Paulo)

Cerrado e Mata
Atlantica

Floresta Ombroéfila
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A espécie Abatia americana (Gardner) Eichler, pertencente a familia
Salicaceae, € uma espécie endémica do Brasil, com distribuicdo geogréfica no
Sudeste e que apresenta como dominios fitogeograficos o Cerrado e a Mata
Atlantica, sendo conhecida vulgarmente como marmeleiro na regido de Sao Paulo
(LISTA DE ESPECIES DA FLORA DO BRASIL, 2015). Ndo é uma planta de uso
popular descrito na literatura, apesar de seu potencial farmacolégico, portanto,
carece de estudos a respeito de sua fitoquimica e histoquimica, os quais poderao
contribuir para uma futura utilizacdo da mesma na producéo de fitoterapicos, ou

ainda como modelo para sintese de moléculas biologicamente ativas.
3.4.3 - Estudo botanico de folhas de Abatia americana

THADEO et al. (2014) descreveram a anatomia foliar de espécies de
Salicaceae neotropicais, dentre elas, a Abatia americana (Gardner) Eichler. Nessa
descricdo, foi relatada a presenca de dentes salicoides que mostraram uma
estrutura com vascularizacdo intensa formada pela fusdo e ramificacdo de
diversos feixes, sendo o dente salicoide uma caracteristica taxondmica importante
dessa espécie. O padrdo de nervacao apresentado foi camptédromo-
broquidédromo, com nervuras anastomosadas na base da folha, formando uma
série de arcos proximos a borda e ndo detectou a presenca de idioblastos
cristaliferos. A nervura central apresenta xilema adaxial e floema abaxial, em
forma de arco, com esclerénquima acompanhando a nervura mediana, sendo que
nas nervuras mais amplas o feixe vascular forma um cilindro, e se apresenta, em
toda a extensao do limbo, com extremidades invaginadas. A anatomia do peciolo
segue o0 sistema vascular, também formando um cilindro, mas sem
esclerénquima. Também foi relatada a presenca de tricomas tectores, sendo A.
americana uma das espécies com maior pilosidade nas folhas. THADEO et al.
(2014) relataram a presenca de hipoderme em A. americana, variando de um a
dois estratos de células e mesofilo dorsiventral, com diferenciacdo bem evidente
entre o parénquima pali¢cadico e o lacunoso. As folhas s@o hipoestomaticas com

estdbmatos braquiparaciticos.
3.4.4 — Estudo fitoquimico de folhas de Abatia americana

JAMAL (2002) realizou a coleta de folhas de Abatia americana no Parque

Municipal da Cachoeira das Andorinhas, Ouro Preto, MG. Esse material foi seco
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espontaneamente e as folhas foram reduzidas a fragmentos menores e moidas.
A extracdo seguiu o procedimento de percolagcdo em benzeno, seguida de
extracdo em etanol e particdo desse extrato etandlico, utlizando-se n-
Hexano:cloroformio:acetonitrila:agua (2:1:3,4:1). As substancias identificadas
nesse estudo foram detectadas por CCD, com reveladores anisaldeido em &cido
sulfarico, NP/PEG, reagente Dragendorff, vanilina em &cido sulfarico, ninhidrina,
difeniamina em acido fosforico, reagente de Liebermann-Bouchard e sulfato
cérico. Além disso, as amostras foram submetidas a cromatografia em coluna de
fase normal e de exclusdo, cromatografia gasosa, cromatografia liquida de alta
pressao e de média pressao, sendo as identificacfes realizadas por técnicas de
ponto de fusdo, espectrometria no infravermelho e RMN *H e 3C. Esse estudo
ainda detectou maior atividade para os extratos acetonitrila/cloroférmio de A.
americana, no teste de toxicidade frente a larvas de Artemia salina e os extratos
dessa espécie ndo apresentaram atividade analgésica nas condicdes
experimentais utilizadas (JAMAL, 2002).

Nesse estudo realizado por JAMAL (2002), foram isolados e identificados
varios componentes quimicos da espécie em questdo, entre eles compostos
fendlicos simples como o &cido vanilico e cinarina; os flavonoides 2-vicenina,
hesperitina, hesperidina, rutina, 1-vicenina e fisetina; as naftoquinonas lapachol e
tecomaquinona |; mistura de hidrocarbonetos; mistura de ésteres graxos; acido
graxo de cadeia longa, dentre eles, sete alcoois priméarios de cadeia longa:
heptaicosanol, tetraicosanol, hexaicosanol, pentatriacontanol, octapentacontanol,
hexatriacontanol e tetratriacontanol; mistura de triterpenos lupeol, a e B-amirinas;
esteroides B-sitosterol e carboxilato de B-sitosterila; além de glicose e uma mistura

de glicose, sacarose e frutose (Fig. 3).
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Figura 4: Alguns componentes quimicos isolados e identificados em extratos de varias
polaridades de folhas de Abatia americana (Adaptado de JAMAL, 2002).
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4-MATERIAIS E METODOS:

4.1-Coleta do material vegetal:

Foram estudados individuos de Abatia americana (Gardner) Eichler que
crescem no municipio de Ouro Preto, Minas Gerais, no Morro Sao Sebastido e na
rodovia de acesso para Ouro Branco/Lavras Novas, visando saber se as

estruturas anatomicas estao relacionadas ao ambiente em que se encontram.

Ramos contendo estruturas reprodutivas foram coletados e herborizados,
confeccionando-se as exsicatas do material testemunho, depositadas no Herbario
Professor José Badini, DEBIO/ICEB/UFOP, sob numeros de identificagdo OUPR
28599 e OUPR 28600. A identificagdo da espécie foi realizada pelo Prof. Dr.
Hildeberto Caldas de Sousa, DEBIO/ICEB/UFOP.

4 .2-Estudos botanicos:

Folhas totalmente expandidas, entre o terceiro e quartos nos, foram
coletadas e fixadas em FAA7 (formaldeido Proquimios®, &acido acético glacial
Reagen® e alcool etilico Proquimios® 70%) e, apds 48 horas, conservadas em
etanol 70%, segundo JOHANSEN (1940), para a confec¢do de laminario, visando
o estudo morfoanatdomico do material fresco-fixado. Folhas totalmente expandidas
foram coletadas também para realizacdo de testes histoquimicos, sendo essas
armazenadas em caixas de isopor com gelo em gel, a fim de preservar suas

caracteristicas, realizando os testes histoquimicos, no mesmo dia da coleta.

4.2.1-Cortes histologicos:

Confeccionaram-se cortes transversais seriados em microtomo rotativo e a
maéao livre, de amostras da regido mediana (incluindo a nervura central), entre o
meio e a margem, margem, apice e base da folha. Para a obtencdo de cortes

seriados, fragmentos foliares da planta fresca-fixada foram desidratados pela

26



série etandlica e incluidos em parafina Sulfal®, de acordo com adaptacdes da
metodologia apresentada em KRAUS & ARDUIN (1997). Em seguida,
desparafinizados com xilol Proquimios®, reidratados na série etandlica, corados
com a dupla coloracdo azul de astra e fucsina basica e montados em balsamo-
do-canada Proguimios®. Os cortes a mao livre foram feitos com o auxilio de
laminas de barbear, utilizando-se a medula do peciolo de embauba como suporte,
segundo KRAUS & ARDUIN (1997). Depois de corados com o0s corantes
histoquimicos, os cortes foram montados em glicerina Isofar® a 50% e as laminas

vedadas com esmalte incolor.

4.2.1.1-Estudos ontogenéticos:

Foram coletadas folhas do primeiro n0, ainda nao totalmente expandidas
para a realizacao de estudo ontogenético. O material foi fixado em FAA7o, e depois
de 48 horas lavado e conservado em etanol 70%, a fim de ser submetido ao
processo de incluséo, para realizacdo de cortes seriados, conforme metodologia

descrita acima.

4.2.2-Dissociacao de epidermes:

Para dissociacao de epidermes foliares, fragmentos da folha fresca-fixada
foram colocados na mistura de Jeffrey (acido cromico Proquimios® a 10% e acido
nitrico Alphatec®a 10% 1:1 v/v), segundo JOHANSEN (1940). Apé6s limpeza da
face interna, com auxilio de pincel, a epiderme de ambas as faces foi corada com
azul de astra e fucsina basica, as laminas montadas em gelatina glicerinada de

Kaiser e vedadas com base incolor.

4.2.3-Diafanizacao:

Folhas inteiras foram diafanizadas em hidroxido de potassio Dinamica® a

5% para observacéao e identificacdo do padrao de nervacédo das folhas (KRAUS &
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ARDUIN, 1997). Depois de clarificadas, as folhas foram coradas com safranina
1% e, apOs passagem pela série etanodlica e em xilol, foram montadas em
balsamo-do-canadd e classificadas quanto ao padrdo de nervagdo segundo
HICKEY (1973).

4.2.4-Coloragéo histolégica:

Epidermes dissociadas, cortes a méo livre e em micrétomo rotativo Zeiss®,
Hyrak M40 foram corados pela dupla coloracdo com azul de astra Sigma® e
fucsina basica Nuclear®. As folhas diafanizadas foram coradas com safranina
Vetec®1% (KRAUS & ARDUIN, 1997).

4.2.5-Estudos Histoquimicos:

Foram realizados cortes transversais a méo livre do material fresco
conservado. O material utilizado foi transportado em caixas de isopor com gelo
até o laboratorio, onde foi submetido aos testes no intervalo maximo de 24h.
Todos os cortes foram feitos a mao-livre e montados em glicerina (KRAUS &
ARDUIN, 1997). Por meio da coloracdo temporaria, evidenciou-se a
histolocalizacdo de substancias quimicas ou grupos de substancias do
metabolismo secundario. Para tal, os seguintes corantes temporéarios foram
utilizados:

e Cloreto Férrico Proquimios®: evidencia a regido rica em compostos
fendlicos, que se torna enegrecida (JOHANSEN, 1940), precipitando os
compostos fendlicos.

e Floroglucinol Acidificado Nuclear®: cora a lignina de vermelho
(JOHANSEN, 1940), uma vez que o floroglucinol reage com o acido
coniferilico, dando um croméforo vermelho em meio cloridrico.

e Lugol Biotec®: cora o amido de roxo ou castanho (KRAUS & ARDUIN,
1997), pois é constituido por iodeto de potassio (KI), um sal idnico que
provoca ruptura das pontes de hidrogénio e a consequente separacéo das

varias unidades de glicose que constituem a molécula de amido. O iodeto
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de potassio (Kl), permite dessa forma, que o iodo se acumule na molécula
de amido.

e Vanilina sulfarica Proguimios®: os taninos condensados coram de laranja
vivo a castanho-avermelhado (FIGUEIREDO et al., 2007), formando um
produto de condensacdo resultante da rea¢do dos grupos aldeidicos da

vanilina com os fenois.

Também foram realizadas fotomicrografias de cortes transversais do material
sem coloracao para comparacao com o material corado.

Todo o material produzido foi analisado em microscépio Optico Leica DMLS do
Laboratorio de Anatomia Vegetal, DEBIO/ICEB/UFOP e os registros feitos
fotomicroscopio Olympus CX31 do Laboratério de Ecologia Agquatica,
DEBIO/ICEB/UFOP e no fotomicroscopio Zeiss Scope Al, com Axiocam Zeiss
ICc3 do Laboratorio de Fitotecnologia, DEFAR/UFOP.

A metodologia descrita segue o fluxograma abaixo (Fig. 4):

[ Coleta ]

( _ Herbario Prof. José
Exsicata Badini,

{ DEBIO/ICEB/UFOP

Fixacdo em

Folhas (3° e FAA;, e
4° nos) conservagao
em EtOH 70%

Caixés de \

isopor com Estudos
gelo Morfoanatémicos

[ Estudos ]
Histoquimicos

Figura 4: Fluxograma da metodologia de estudos boténicos de folhas de Abatia americana.
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4.3-Estudos Fitoquimicos:

Foram coletados cerca de 1kg de folhas adultas de individuos de Abatia
americana, sendo esse material coletado fora da unidade de conservagéo, e,
submetido ao processo de secagem em estufa de ar circulante Nova Etica® a 40°C
e, posteriormente, a trituracdo até o estado de po6 fino em moinho de facas
Manesco e Ranieri® Ltda., modelo MR 340.

Nesse estudo, foram utilizadas as seguintes técnicas para purificacdo dos
extratos: cromatografia em camada delgada comparativa, cromatografia em
camada delgada analitica, cromatografia em coluna classica e cromatografia a
liquido de alta eficiéncia (CLAE) (High Pressure Liquid Chromatography-HPLC).

J& para identificacdo de flavonoides, foram utilizadas as seguintes técnicas:

espectrofotometria no UV e espectroscopia de massas.

4.3.1 — Extracdo sequencial — Percolacéao:

ApoOs a secagem e trituracdo, obteve-se 300g da droga vegetal, que foram
submetidas a percolacdo, por meio do processo de extracdo sequencial, um
procedimento frequentemente utilizado para extracdo de compostos fendlicos.
Primeiramente, utiliza-se um solvente de menor polaridade, como o hexano
Impex®, para remover lipideos, em seguida, utiliza-se um solvente de polaridade
intermediaria, acetato de etila Alphatec® e, apds, um de alta polaridade, o metanol
Proquimios®, sendo que os compostos fendlicos sdo encontrados nessas duas
tltimas fragcbes (MARSTON & HOSTETTMANN, 2006).

A metodologia de extracdo por percolacdo foi a utilizada para a extracdo
sequencial, seguindo a recomendacéo da Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2010)
com adaptacbes. Foram executadas as seguintes etapas:

1. Umedecimento da droga vegetal (300g) com quantidade suficiente de
hexano, que foi deixada em repouso por duas horas em recipiente fechado;
2. Preparo do percolador, forrando-o com papel de filtro e algodao, mantendo

a torneira fechada;
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3. Transferéncia da droga umedecida para o percolador, em camadas
superpostas, aplicando leve e uniforme pressao sobre cada camada com o
auxilio de um pistilo. A superficie foi forrada com camada de algodéo;

4. Adicao lenta de hexano até que fosse eliminado o ar entre as particulas da
droga e permanecesse uma camada sobre a droga (1600mL);

5. Repouso por 48 h;

6. Inicio da percolagdo em velocidade controlada, adicionando o liquido
extrator constantemente, tomando o cuidado de néao deixa-lo desaparecer
da superficie da droga antes de nova adicao;

7. Recuperacao do solvente, retirando a umidade do mesmo com sulfato de
sadio anidro, filtragcéo e reutilizagdo do solvente.

A percolacdo em solvente de baixa polaridade, hexano Impex®, totalizou
guinze dias, com extracfes a cada dois dias, sendo o percolado recolhido com
velocidade de gotejamento de 20-30 gotas/minuto, seguido de recuperacao do
solvente em rotaevaporador Fisatom®, sob pressédo reduzida e temperatura de
40°C. O volume total de hexano utilizado foi 3950mL e todos os extratos foram
reunidos e levados ao dessecador ao fim de cada processo extrativo. Obteve-se

3,579 do extrato hexanico, o que representa um rendimento de 1,19%.

Seguindo a extracdo sequencial, o proximo solvente utilizado, com polaridade
intermediaria foi o acetato de etila Alphatec®, em percolacdo, por trinta dias,
seguindo a mesma metodologia apresentada anteriormente. Dessa forma, foram
gastos 3950mL de solvente e obtidos 21,469 do extrato acetatoetilénico, com um

rendimento de 7,15%.

Na sequéncia, a percolacdo foi em solvente de polaridade alta, metanol
Vetec®. A percolagdo durou trinta dias, seguindo a mesma metodologia. O volume
de metanol gasto foi 2400mL e a massa de extrato metandlico obtido foi 87,43g,

0 que representa um rendimento de 29,14% (Fig. 8).

Apbs as percolacdes, a torta foi seca e pesada, obtendo-se uma massa de
196,16g.
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4.3.2 - Pesquisa de compostos fendlicos nas fragdes obtidas:

As fracOes obtidas na etapa anterior foram testadas quanto a presenca de
compostos fendlicos, visando a identificacdo daquelas ricas em flavonoides. Para
tal, realizou-se cromatografia em camada delgada, com andlise da cromatoplaca
sob luz UV, e posteriormente revelada com NP-PEG (difenilboriloxietilamina 1,0%
em metanol, seguida de solucdo de polietilenoglicol 4000 5,0% em etanol),
reagente para deteccao de flavonoides (WAGNER & BLADT, 1996).

4.3.3 - Estudo Fitoquimico da Fracédo Rica em Flavonoides:

4.3.3.1 - Determinacao do perfil cromatografico:

Como descrito anteriormente, os compostos de interesse sdo encontrados
nas fracdes acetato de etila (AcOEt) e metandlica (MeOH). Entretanto, como a
fracdo MeOH foi a que possuiu maior rendimento (29,14%), essa fracao foi

escolhida para dar seguimento aos estudos de identificacdo de flavonoides.

Para tal, a fracdo MeOH foi submetida aos seguintes processos: Coluna
Cromatografica R4pida (CCR) sob pressédo negativa, com as fases méveis Hex
(100%), Hex:AcOEt (1:1) e MeOH (100%). Desta coluna, foi possivel obter seis

fracBes, com os respectivos sistemas de solvente, conforme a tabela 4:

Tabela 4- Fracfes obtidas na CCR e suas fases moveis.

Fracao Solvente Massa obtida
CJ1 Hex 100% 3,6 mg
CJ2 Hex:AcOEt 1:1 Massa indetectavel
CJ3 Hex:AcOEt 1:1 100,9 mg
CJ4 MeOH 100% 1.774,4 mg
CJ5 MeOH 100% 7.993,5 mg
CJ6 MeOH 100% 3.027,2 mg



Dessa forma, foi possivel perceber por meio de CCD que a fracdo CJ5
apresentou maior pureza e a mais rica em flavonoides heterosidicos, uma vez que
a fracdo CJ4 ainda apresentava resquicios da fracdo anterior e a Ultima extracédo
poderia arrastar compostos mais polares, como acucares e ter menor teor de
flavonoides. Além disso, a fracdo CJ5 foi a de maior massa, sendo, dessa forma,

escolhida para dar prosseguimento aos estudos.

4.3.3.2 — Fracao Metandlica:

Conforme o fluxograma abaixo (Fig. 5), a fracdo CJ5 proveniente da CCR
da fracdo metandlica foi ressuspendida em metanol previamente tratado com
sulfato de sédio anidro Vetec® para remocgdo da umidade. A amostra foi filtrada
em filtro de papel e, em seguida, submetida a uma extracdo em fase sélida
(Manifold, Allcrom®), com cartuchos contendo silica EFS C-18 (Cromabond® SPE
C-18ec). Os cartuchos foram condicionados com a fase moével a ser utilizada,
metanol:adgua (9:1) e, em seguida, o extrato foi eluido. O material eluido foi
recolhido e submetido a analise. A analise da fracao foi realizada utilizando um
cromatégrafo liqguido UPLC Acquity Waters® acoplado com espectrébmetro de
massas de captura de elétrons e ionizador quimico a pressao atmosférica (APCI).
A separacdo cromatografica foi feita em coluna Acquity UPLC® BEH (1,7um, 50x2
mm d.i.) (Waters®). A fase movel utilizada era composta de agua:acido férmico
0,1% (solvente A) e acetonitrila:acido formico 0,1% (solvente B), com protocolo de
eluicdo 0-11 minutos em gradiente linear de 5-95% B. O fluxo foi 0,3 mL/min, e o
volume de injecdo da amostra de 4,0uL. Registrou-se o espectro de UV de 190-
450 nm.

As andlises em espectrometria de massas foram realizadas com
equipamento operando nas seguintes condicbes: modos positivo e negativo;
voltagem do capilar, 3500 V; temperatura do capilar, 320 °C; voltagem da fonte, 5
kV; temperatura do nebulizador 320 °C; corrente elétrica, 5 mA e gas de arraste
nitrogénio, com presséao de 27 psi. As analises foram realizadas no modo full scan
(100-2000 u). As andlises ESI MS/MS foram feitas em um UPLC Acquity Waters®,

com hélio como gas de colisdo, com energia de colisdo de 30 eV. A analise em
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espectrometro de massas foi feita em um analisador quadrupolo acoplado com

uma fonte de eletronspray no modo negativo. Voltagem do ion spray: -4 kV e

voltagem da fenda -60 V.

Folhas
secas e
trituradas

Extracao
Sequencial
(Percolacao)

\ 4

Hexano AcOEt MeOH
(15 dias) (30 dias) (30 dias)
3,979 21,469 87,43¢
1,19% 7,15% 29,14%

Hex Hex:AcOEt || Hex: AcOEt MeOH MeOH |\1/|§83;
100% 1:1 100% [k -

CJ1 CJ2 cJ3 CJ4 CJ5 302(;"26m
3,6 mg ) ?mg 100 9 mg 17744 mg | 7993,5mg g

AN

EFS;
MeOH:H O (9:1)
Substancias

[ UPLC/MSMS ] 1,23 4.

Figura 5: Fluxograma da metodologia de estudos fitoquimicos da fracdo MeOH de folhas de Abatia americana.
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5-RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 — Resultados - Estudos botanicos

Nos individuos de Abatia americana estudados, as folhas sdo simples,
opostas ou verticiladas, com tricomas tectores em ambas as faces (Fig. 6). Possui
margens serreadas, formadas por dentes salicoides. Os individuos estudados
variaram de 1,0 a 1,5 metros de altura. Suas folhas adultas possuem cerca de 5
cm de comprimento e 2,5 cm de largura, com peciolo de 1 cm e folhas simples,
opostas ou verticiladas, com tricomas em ambas as faces. Possui classificagéo
guanto ao eixo de orientacdo como apical, de curvatura convexa, simples,
simétrica em toda lamina e na base, com formato eliptico (HICKEY, 1973). A folha
possui 4pice e base agudos, margem serreada com dentes salicoides e textura

membranosa.

Figura 6: 6A: Aspecto geral de Abatia americana (Gardner) Eichler. 6B: Detalhe da folha de
Abatia americana.

O padrdao de nervacao da folha é camptédromo-broquidédromo, pois a
venacao secundaria ndo termina na margem, se juntando em uma série de arcos
proeminentes, conforme demonstrado na figura 7, onde é possivel se notar que a

nervacao € interrompida antes de chegar a margem:
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O limbo foliar, em corte transversal (Fig. 8), mostra que o mesofilo é dorsiventral
e hipoestomético. A epiderme da face adaxial € multisseriada com 1, 2 e até raramente
3 estratos de células, mas foi possivel observar a alguns trechos com epiderme
unisseriada. Possui cuticula delgada e tricomas tectores unicelulares. O parénquima
palicadico é bem diferenciado com um estrato de células bem mais compridas que
largas. O parénquima lacunoso é relativamente frouxo com 8-12 camadas de células
arredondadas, dispostas verticalmente. A epiderme na face abaxial é unisseriada e os
estbmatos estdo no mesmo nivel das células epidérmicas comuns. Tricomas tectores,
semelhantes aos da face adaxial, também estdo presentes, conferindo a folha uma

estrutura pilosa.

Figura 8: 8A: Corte transversal do limbo foliar de Abatia americana. Ab: epiderme da face
abaxial; Ad: epiderme da face adaxial; Es: estdmato; PI: parénquima lacunoso; Pp: parénquima
paligadico; Tr: tricoma tector. (200x). 8B: Destaque tricoma tector (200x).
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A epiderme, em ambas as faces, em vista frontal (Fig. 9), mostra tricomas
tectores unicelulares com ornamentacdo verrucosa da cuticula. As células
epidérmicas possuem paredes retas a levemente onduladas na epiderme adaxial.

Na face abaxial, a epiderme possui células com paredes levemente sinuosas e

estdbmatos braquiparaciticos.

Figura 9: Vista frontal da epiderme foliar de Abatia americana. 9A: epiderme da face adaxial
(100x); 9B: epiderme da face abaxial (100x); 9C: Detalhe do estdmato braquiparacitico na
epiderme da face abaxial (400x).

Na nervura central, a epiderme adaxial é uniestratificada. Abaixo da epiderme da
face adaxial, surgem 3-4 camadas de colénquima, seguido de parénquima cortical. O
feixe vascular possui o xilema de aspecto inteiro, com elementos de condugdo em
fileiras, contando com separacado dessas fileiras por células parenquimaticas. Uma
bainha esclerenquimatica circunda o feixe vascular, com disposicédo colateral em arco
aberto. O floema se estende por fora do xilema, formando um arco. Nota-se 1-2

camadas de células parenquimaticas entre o floema e fibras esclerenquimaticas que
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circundam o feixe vascular (Fig. 10). A nervura central tem sistema vascular do tipo
sifonostelo.

": |

¢

: l."::f‘..ﬁ/:l}! ‘-L\:at‘a .
Al e

Figura 10: Corte transversal da nervura central da folha de Abatia americana. Ab: epiderme da
face abaxial; Ad: epiderme da face adaxial; Col: colénquima; Esc: esclerénquima; Fl: floema; Pc:

parénquima cortical; Pm: parénquima medular; Xi: xilema; Tr: tricoma (40x).

No apice da folha, nota-se que a camada de fibras esclerenquimaticas que
circundam o feixe vascular € a maior, em relacdo ao meio e a base da folha, com
cerca de 3-4 camadas. O feixe vascular no meio da folha € maior, com a mesma
disposicéo do apice, mas possui um feixe vascular com formato de cilindro, onde,
além do feixe vascular colateral em arco aberto, existe um menor com orientacao
inversa, circundado por 2-3 camadas de esclerénquima. Essa tendéncia é mais
marcante na base da folha, onde o cilindro formado quase se completa, mas a

camada de esclerénquima se interrompe na parte superior do arco (Fig. 11).
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Figura 11: Cortes transversais da folha de Abatia americana. 11A: Apice (400x); 11B: Meio (400x); 11C:
Base (400x). Ab: epiderme abaxial; Ad: epiderme adaxial; Esc: esclerénquima; Es: estdmato; PI:
parénguima lacunoso; Pp: parénquima palicadico; Tr: tricoma; Fv: feixe vascular; Pm: parénquima
medular; Pc: parénquima cortical.
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A figura 12 mostra divis@es periclinais de células da protoderme/epiderme jovem,
originando uma epiderme pluriestratificada na face adaxial da folha.

Figura 12: Corte transversal de folha do primeiro ng, nao totalmente expandida de Abatia
americana. Notar divisdes periclinais das células, formando a epiderme multisseriada na face

adaxial. Dp: divisé@o periclinal (200x).

O peciolo possui uma camada de células epidérmicas, apresenta tricomas
tectores ornamentados (Fig. 13) seguida de 3-4 camadas de parénquima
colenquimatoso e mais de 20 camadas de parénquima cortical. O feixe vascular é
colateral em arco aberto com as pontas levemente invaginadas. Assim como na
nervura central, possui feixe vascular com xilema praticamente continuo, com
elementos de conducéo enfileirados e separados por fileiras também paralelas de
células predominantemente parenquimaticas. Ndo  possui tecido

esclerenquimatico na bainha do feixe vascular.
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Figura 13: Corte transversal do peciolo de Abatia americana. (40x).

5.1.1 — Estudos Histoquimicos:

Os corantes temporario utilizados forma preparados conforme técnica

padrdo, sendo eles:

e Cloreto Férrico Proquimios®: evidencia a regido rica em compostos
fendlicos, que se torna enegrecida (JOHANSEN, 1940), precipitando os

compostos fenolicos, conforme reacao abaixo (Fig. 14):

OH 0.,
—|— FeCl3 — » /Fe
OI

OH

Figura 12: Reacéo de compostos fendlicos com cloreto férrico.

e Floroglucinol Acidificado Nuclear®: cora a lignina de vermelho
(JOHANSEN, 1940), uma vez que o floroglucinol (Fig. 15) reage com o

acido coniferilico, dando um cromaéforo vermelho em meio cloridrico.
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OH

HO OH

Figura 15: Estrutura quimica do Floroglocinol.

e Lugol Biotec®: cora o amido de roxo ou castanho (KRAUS & ARDUIN,
1997), pois é constituido por iodeto de potassio (KI), um sal ibnico que
provoca ruptura das pontes de hidrogénio e a consequente separacéo das
varias unidades de glicose que constituem a molécula de amido. O Ki
permite dessa forma, que o iodo se acumule na molécula de amido.

e Vanilina sulftrica Proquimios®: os taninos condensados coram de laranja
vivo a castanho-avermelhado (FIGUEIREDO et al., 2007), formando um
produto de condensacao resultante da reacdo dos grupos aldeidicos da

vanilina com os fendis (Fig. 6).

Vanilina

Figura 16: Reacdo de taninos condensados com a vanilina em meio &cido.

Foram realizadas fotomicrografias de material controle, sem coloracao,
demonstrado nas figuras 17A e 17B. O cloreto férrico demonstrou a presenca de
compostos fendlicos distribuidos nos parénquimas paligadico e lacunoso do limbo
foliar, e em algumas células do parénquima cortical e medular da nervura central
(Fig. 17C e Fig. 17D) do limbo foliar, que se coraram de marrom a negro. A reagao
histoquimica com lugol foi negativa (Fig. 17E e Fig. 17F). O floroglucinol
acidificado corou de rosa intenso a vermelho na regido da nervura central, mais

especificamente o xilema, revelando a presenca de lignina nessa regido e na
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regido das nervuras secundarias na regiao entre o meio e a margem (Fig. 17G e
Fig. 17H (seta)). O esclerénquima da nervura central corou-se fracamente com
esse reagente. A reacdo com vanilina sulftrica foi positiva, evidenciando a
presenca de taninos no mesofilo foliar (Fig. 171 e Fig. 17J). Os resultados estédo

expressos na Tab. 5:

Tabela 5: Teste histoquimico em folhas de Abatia americana.

Corante Histoquimico Substéncia Evidenciada Resultado
Cloreto Férrico Compostos Fendlicos +
Lugol Amido -
Floroglucinol Acidificado Lignina +
Vanilina Sulfarica Tanino +

(+) Positivo; (-) Negativo.

Os resultados obtidos podem ser observados na figura 17:
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Figural7: Cortes transversais de Abatia americana. 17A) Controle, nervura central (10x); 17B) Controle,
entremeio e margem (20x); 17C) Cloreto férrico, nervura central (10x); 17D) Cloreto férrico, entremeio e
margem (20x); 17E) Lugol, nervura central (10x); 17F) Lugol, entremeio e margem (20x); 17G) Floroglucinol
acidificado, nervura central (10x); 17H) Floroglucinol acidificado, entremeio e margem (20x); 171) Vanilina
sulfdrica, nervura central (10x); 17J) Vanilina sulfdrica, entremeio e margem (20x).
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5.2 — Discussao- Estudos Botanicos:

De acordo com a Lista de Espécies da Flora do Brasil (2015), as espécies
de Abatia americana encontradas no sudeste brasileiro ocorrem em floresta
ombrdfila. Entretanto, os individuos de A. americana estudados foram
encontrados em encostas, bordas das matas e matas de capoeira, mostrando que
pode se tratar de uma espécie pioneira, segundo a Resolucdo 423, 12/04/2010,
pertencendo a classe de espécies indicadoras da vegetacdo primaria e dos estagios

médio e avancado de regeneracao.

As folhas de A. americana possuem dentes salicoides, corroborando com
CHASE et al. (2002), que realocou A. americana, antes Flacourtiaceae, em
Salicaceae utilizando esse carater como um dos critérios, uma vez que os dentes
salicoides séo calosidades esféricas escuras que ndo sdo opacas nem deciduas
e se encontram fusionadas ao apice do dente (HICKEY, 1973), como foi possivel

observar em folhas diafanizadas dessa espécie.

Uma caracteristica marcante das folhas de A. americana € a presenca de
epiderme multisseriada na face adaxial, embora THADEO et al. (2014) considere
a existéncia de uma hipoderme adaxial em folhas dessa espécie. No
acompanhamento da ontogenia da folha, foi possivel perceber que células da
protoderme/epiderme jovem sofrem diviséo periclinal, formando, portanto, uma
epiderme multisseriada na folha totalmente expandida ou adulta. Segundo
APEZZATO-DA-GLORIA & CARMELO-GUERREIRO (2003), a diferenciacéo
entre hipoderme e a epiderme multisseriada é dificil, pois se baseia na ontogénese
desses tecidos. A epiderme mudltipla origina-se da protoderme, enquanto que a

hipoderme € oriunda do sistema fundamental.

Os tricomas tectores ornamentados encontrados em ambas as faces da
folna conferem a elas uma estrutura pilosa, mas a maioria dos termos
relacionados ao indumento sdo ambiguos, sendo os termos mais especificos

utilizados em chaves de identificacdo botanica (JUDD et al., 2009).

Quanto aos estudos histoquimicos, THADEO et al. (2014) relatam a
presenca de compostos fendlicos na nervura central de A. americana, mais
especificamente na regido do xilema e em alguns pontos no parénquima medular.

Por outro lado, nesse estudo o teste foi positivo para compostos fendlicos também
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na regido do parénquima palicadico e do parénquima lacunoso (mesofilo foliar),
nao estando presente na epiderme. JUDD et al. (2009), também relatam a
presenca de taninos em outras espécies dessa familia, indicando que a presenca

desses compostos é uma caracteristica comum nas Salicaceae.

Dessa forma, acredita-se que esse estudo seja capaz de associar
informacgdes ao estudo anterior, realizado por THADEO et al. (2014), aprimorando

a classificacdo dessa espécie, tdo recentemente alocada nessa familia.
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5.3 — Resultados - Estudos Fitoquimicos
5.3.1 — Fracdo metandlica:

Apoés purificacdo dos extratos pelas metodologias descritas foi possivel
identificar algumas substancias na fragcdo metandlica. Essas substancias foram
selecionadas baseadas no seu espectro de UV. O espectro full scan esta

demonstrado abaixo (Figura 18).
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Figura 18: Espectro full scan da fragdo metandlica purificada de Abatia americana.
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Os tempos de retencdo (TR) selecionados para posterior andlise foram
2.33, 2.40, 2.43 e 5.73min, uma vez que o0s espectros de UV extraidos desses
picos apresentam-se caracteristicos da classe de flavonoides. Segundo MABRY
et al. (1970), os espectros de flavonas e flavonois exibem dois picos de absorcao
maximos entre 240-300nm. Esses dois picos sdo comumente referidos como
Banda | (300-380nm) e Banda Il (240-280nm).

A substéncia 1 € aguela com menor tempo de retencao (2.33min.), de m/z
609 no espectro de massas no modo negativo. Foram encontrados dois isbmeros,
sendo que a substancia 1 € aquela com espectro 609 e a substancia 1.1 € aquela
com espectro de massas 609a.

O espectro de UV da substancia 1 demonstrado abaixo (Figura 19), de
onde sugere se tratar de uma flavona, uma vez que a banda | para flavonas ocorre
entre 304-350nm, segundo MABRY et al. (1970).
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21013

Figura 19: Espectro de UV da substancia 1, com tempo de retencao 2.33min da fracéo
metandlica purificada de folhas de Abatia americana.

49




O espectro de massas da substancia 1 (Figura 20) sugere ser um C-
heterosideo, devido a sua fragmentacgéo caracteristica, sem perda de agua e sem
ocorréncia de perda de agicar em nenhum momento. Como sua fragmentacéo foi
no modo negativo no espectrometro de massas, e sua m/z foi 609, pode-se

concluir que sua massa molecular € 610g/mol.
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Figura 20: Espectro de massas, modo negativo, da substancia 1 (TR: 2.33min) da fracéo
metanolica purificada de folhas de Abatia americana.
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Dessa forma, segue uma proposta de fragmentacao da substancia com m/z
609. (Fig. 21):

OH

HO,
OH
(o)

Chemical Formula: C;HgO,

m/z: 120
Chemical Formula: Cy3H»,04,
OH m/z: 489
Chemical Formula: C5;H300,4
L m/z: 609 oH
@
HO N
Chemical Formula: C,H,0,
HO OH m/z: 60
OH
Chemical Formula: C¢H;,05" .
m/z: 163
Chemical Formula: C,;H;01y
m/z: 427
Chemical Formula: C5;H,,0;,” HQ/\/O\L
m/z: 447
— — \O
Chemical Formula: C;H¢O;
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HO” N
HO. 0}
HO | OH
Chemical Formula: C3HgO5
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o o
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m/z: 357 — —

Figura 21: Proposta de fragmentacéo substancia 1 (TR: 2.33min.) da fracdo metandlica purificada de folhas de
Abatia americana. (Adaptada de Colombo et al., 2008; Gattuso et al., 2006).

51



Como esta proposta esta compativel com os fragmentos observados no
espectro de massas, pode-se concluir que esta substancia 1 se trata da flavona
Lucenina-2, o que foi confirmado pela comparacdo com dados da literatura
(Colombo et al., 2008; Gattuso et al., 2006).

A proposta de fragmentacdo da substancia 1 é idéntica a proposta de
fragmentacdo da substancia 1.1, diferindo apenas na presenca do acucar na
posicdo 6, onde na substancia 1 sdo encontradas glicoses nas posicoes 6 e 8,
tratando-se da 4-H-1-Benzopiran-4-ona-2-(3,4-dihidroxifenil)-6,8-p-D-
diglicopiranosil-5-7-dihidroxi, de nome usual Lucenina-2 (Figura 22) e na
substancia 1.1 é encontrada uma galactose no lugar de uma das glicoses. De
acordo com os dados da literatura (Colombo et al., 2008; Gattuso et al., 2006),
pode-se propor que a substancia 1.1 se trata da 4-H-1-Benzopiran-4-ona-2-(3,4-
dihidroxifenil)-6-B-D-galactopiranosil-8-3-D-glicopiranosil-5-7-dihidroxi (Figura
23). Seu isbmero apresenta tempo de retencao 2.68 min.

Figura 22: Lucenina-2: 4-H-1-Benzopiran-4-ona-2-(3,4-dihidroxifenil)-6,8-B-D-diglicopiranosil-5-7-
dihidroxi.

H O////,,

N O\\\\\m

HO

Figura 23: 4-H-1-Benzopiran-4-ona-2-(3,4-dihidréxifenil)-6-B-D-galactopiranosil-8-3-D-
glicopiranosil-5-7-dihidroxi.
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A substancia de tempo de retencdo 2.40 min. se trata da substancia com
m/z 579, da qual segue o espectro de UV, sendo chamada de substancia 2. Por
meio do espectro abaixo (Figura 24), pode-se concluir que se trata de uma flavona,
uma vez que a banda | para flavonas ocorre entre 304-350nm, segundo MABRY
et al. (1970).
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Figura 24: Espectro de UV da substancia 2, com TR 2.40 min. da fragdo metandlica purificada de
Abatia americana.
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O espectro de massas esta demonstrado abaixo (Figura 25):
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Figura 25: Espectro de massas, no modo negativo, da substancia 2 (TR: 2.40 min.) da fracéo
metandlica purificada de folhas de Abatia americana.

Como é possivel observar, ndo ha perda de 4gua ou de qualquer agucar.

Dessa forma, pode-se concluir que se trata de um C-heterosideo, sendo uma

proposta de fragmentacao estd demonstrada abaixo (Figura 26):
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Figura 26: Proposta de fragmentacéo da substancia 2 (TR: 2.40 min.) da fragcdo metandlica

purificada de folhas de Abatia americana. (Adaptada de
2006).

Colombo et al., 2008; Gattuso et al.,
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A proposta de fragmentacdo da substancia 2, comparada com dados da
literatura indica que esta se trata da Lucenina-1, ou Lucenina-3 ou Lucenina 5. O
exemplo de fragmentagao foi feito para a Lucenina-1. Suas estruturas sdo
apresentadas abaixo (Figs. 27, 28 e 29). Os tempos de retencdo dos isébmeros

sdo0 5.47 min. e 6.12 min.

Figura 27: Lucenina-1: 4H-1-Benzopiran-4-one, 2-(3,4-dihidroxifenil)-8-B-D-glicopiranosil-5,7-
dihidroxi-6-3-D-xilopiranosil.

N

Figura 28: Lucenina-3: 4H-1-Benzopiran-4-ona, 2-(3,4-dihidroxifenil)-6-B-D-glicopiranosil-5,7-
dihidroxi-8-B-D-xilopiranosil.

Figura 29: Lucenina-5: 4H-1-Benzopiran-4-ona, 8-a-L-arabinopiranosil-2-(3,4-dihidroxifenil)-6-3-
D-glicopiranosil-5,7-dihidroxi.
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Tabela 6: Exemplos de fragmentos encontrados nos espectros de massas dos trés

isbmeros.
Fragmento Isbmero | Isbmero | Isdmero
A B C
OH Sim Sim Sim
OH
HO
m/z 150
OH Sim Sim Sim
o / ////”/,, “‘\\\\\OH
o)
OH
m/z 163
Sim Sim Sim
OH O
m/z 357
OH Sim Sim Sim
/// \\OH
HO/ Y, 27N OH
(6] / OH

HO A o)

OH (6]
m/z 428
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A substancia 3 é aquela com TR 2.43min. e razdo m/z 625g/mol. Seu
espectro de UV é demonstrado abaixo (Fig. 30):
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Figura 30: Espectro UV da substéncia 3 (TR 2.43 min.) da fracdo metandlica purificada de folhas
de Abatia americana.

O espectro de UV da substancia 3, m/z 625 demonstra que pode se tratar
de uma flavona, uma vez que a banda | para flavonas ocorre entre 304-350nm,
segundo MABRY et al. (1970).
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No espectro de massas da substancia 3 (Fig. 31) é possivel observar que
se trata de um O-heterosideo, devido a suas fragmentacdes caracteristicas, como
perda de agua e de uma massa equivalente a uma molécula de actcar. Como sua
fragmentagao foi no modo negativo no espectrometro de massas, e sua m/z foi

625, pode-se concluir que sua massa molecular é 626 g/mol.

MM 625 C.J5 Abatia 13 04 15 QBB1109 JACR
MM 625 C.J5 Abatia 13 04 15 08 (2.470) Cm (28:00) 1: Daughters of B25ES-
100~ 31584 1.08e5

Perda de 308 g/mol >
glicose (162 g/mol)+

ramnose (146 g/mol).

2511
316.40
El
= 68247
pa25.23
Perda de 18 g/mol »>
1 molécula de H;0.
315.27
[316.90
i
28872
82454
>
o265 54
[317.41 |525.73
322&.5 82730
357 48
15082 24743 40,31 5T 33
|
ﬂ T ‘.T 1 Ill“lll ‘.hl II Ih ¥ T T T ..I -HI II “I‘ H Ih-ul 1 III 1 II“-hrZ
100 150 200 250 300 350 400 450 500 650 GO0 850

Figura 31: Espectro de massas, no modo negativo, da substancia 3 (TR:2.43 min.) da frag&o
metanolica purificada de folhas de Abatia americana.
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Sua proposta de fragmentacdo estd demonstrada abaixo, de onde é

possivel concluir que se trata de uma flavona O-heterosidica ndo encontrada na

literatura pesquisada (Figura 32).
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Figura 32: Proposta de fragmenta¢do da substancia 3 (TR: 2.43min.) da fracdo metandlica

purificada de folhas de Abatia americana de folhas de Abatia americana. (Adaptada de Colombo
et al., 2008; Gattuso et al., 2006).
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E importante ressaltar que a aglicona desse flavonoide foi encontrada na
literatura pesquisada e se trata da 4H-1-Benzopiran-4-ona, 5,6,7-trihidroxi-2-(3,4,

5-trihidroxifenil), com estrutura demonstrada abaixo (Figura 33):

Figura 33: 4H-1-Benzopiran-4-ona, 5,6,7-trihidroxi-2-(3,4,5-trihidroxifenil).

A substancia 4 é aquela de TR 5.73 min. e m/z 577 g/mol. Seu espectro de
UV é demonstrado abaixo (Fig. 34). Apesar da banda | ser de baixa intensidade,
€ possivel perceber que ela ocorre em torno dos 280 nm. Portanto pode-se incluir
a possibilidade da substancia 4 se tratar de uma flavona, uma vez que a banda |

para flavonas ocorre entre 304-350 nm, segundo MABRY et al. (1970).
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Figura 34: Espectro UV da substancia 4, TR: 5,73 min. da fracdo metandlica purificada de folhas
de Abatia americana.

No espectro de massas da substancia 4 (Fig. 35) é possivel observar que
se trata de um O-heterosideo, devido a suas fragmentacdes caracteristicas, como
perda de agua e de uma massa equivalente a uma molécula de agucar. Como sua
fragmentacao foi no modo negativo no espectrometro de massas, e sua razéo

massa/carga foi 577, pode-se concluir que sua massa molecular é 578 g/mol.
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Figura 35: Espectro de massas, no modo negativo, da substancia 4 (TR: 5.73 min.) da fragéo
metandlica purificada de folhas de Abatia americana.

A proposta de fragmentacdo dessa substancia esta demonstrada a seguir,
com fragmentos compativeis com uma flavona O-heterosidica ndo encontrada na
literatura pesquisada, como ocorreu com a substancia 3. A substancia 4 também
apresenta a genina conhecida, a 4H-1-Benzopiran-4-ona, 5,7-dihidroxi-2-(3-
hidroxi-4-metoxifenil), de nome usual diosmetina, conforme a figura 36:
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Figura 36: 4H-1-Benzopiran-4-ona, 5,7-dihidroxi-2-(3-hidroxi-4-metoxifenil).

Uma proposta de fragmentacado da flavona com m/z 577 é apresentada a

sequir (Fig. 37):
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Figura 37: Proposta de fragmentacéo da substancia 4 (TR: 5.73min.) da fragdo metandlica
purificada de folhas de Abatia americana. (Adaptada de Colombo et al., 2008; Gattuso et al.,

20086).

5.4 — Discusséao — Estudos Fitoquimicos:

A percolacdo, metodologia de extragdo utilizada nesse estudo, é o

processo extrativo que consiste na passagem de solvente através da droga

previamente macerada, mantida em percolador, sob velocidade controlada

(BRASIL, 2010). Com essa metodologia, foi possivel obter uma alto rendimento

de extratos.
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Em um estudo fitoquimico realizado anteriormente (JAMAL, 2002), foram
feitos extratos de varias polaridades de folhas de Abatia americana, ndo havendo
ainda outro registro de seu estudo fitoquimico na literatura. Esses extratos foram
submetidos a processos de purificacdo e posterior isolamento, onde foram
identificados 0s compostos fenodlicos simples acido vanilico e cinarina; o0s
flavonoides 2-vicenina, hesperitina, hesperidina, rutina, 1-vicenina e fisetina; as
naftoquinonas lapachol e tecomaquinona I; mistura de hidrocarbonetos; mistura
de ésteres graxos; acido graxo de cadeia longa, dentre eles, sete alcoois primarios
de cadeia longa: heptaicosanol, tetraicosanol, hexaicosanol, pentatriacontanol,
octapentacontanol, hexatriacontanol e tetratriacontanol; mistura de triterpenos
lupeol, a e B-amirinas; esteroides B-sitosterol e carboxilato de B-sitosterila; além

de glicose e uma mistura de glicose, sacarose e frutose.

Todos os flavonoides heterosidicos encontrados nesse estudo sé&o
diferentes daqueles identificados por JAMAL (2002). Essa diferenca pode ser
explicada pela época e pelo local de coleta, forma de secagem do material vegetal,
gue foi espontanea no estudo realizado por JAMAL (2002) e ndo em estufa de ar
circulante a 40°C, fatores ambientais, metodologia aplicada, uma vez que foi
realizado neste estudo um clean-up em cartuchos C-18 da sub-fracdo obtida da
coluna classica sob pressao reduzida em fase normal, diferente do outro estudo,
onde as fracbes analisadas foram provenientes de particdes do extrato etandlico.
Além disso, a metodologia de revelacdo das placas cromatograficas utilizou outros
reveladores, como anisaldeido em &cido sulfarico, NP/PEG, reagente
Dragendorff, vanilina em acido sulfarico, Ninhidrina, difeniamina em acido
fosforico, reagente de Liebermann-Bouchard e sulfato cérico, diferentemente
desse estudo onde se focou em flavonoides, utilizando o revelador especifico
NP/PEG.
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6 - CONCLUSAO

Este estudo mostra que Abatia americana (Gardner) Eichler, apesar de ndo
ser uma planta com relatos de utilizacdo na medicina popular na literatura, € rica
em compostos fendlicos, sobretudo na subclasse pesquisada, os flavonoides,
incluindo alguns ainda ndo relatados no banco de dados pesquisado, o que €é de

suma importancia para conhecimento de sua composi¢cao quimica.

A metodologia de percolagao aqui utilizada, mostrou-se eficaz na extracao
de substéancias de interesse, possibilitando alto rendimento de extratos. O estudo
botanico é importante para o controle de qualidade dessa planta como uma futura
droga vegetal, tanto nos aspectos morfolégicos quanto histoquimicos, tratando-se

de uma metodologia rapida e eficaz.

No estudo realizado por JAMAL (2002), foram realizados testes bioldgicos
com os extratos de Abatia americana. No teste de toxicidade frente as larvas de
Artemia salina, foi detectada maior atividade para o0s extratos
acetonitrila/cloroférmio de A. americana, em relacdo aos extratos benzénico,
diclorometéanico e etandlico de galhos e aquoso de folhas, bem como em relagéo
a substancia pura lapachol. No testes algesimétrico, foram testados os extratos
benzénico, hexanico, acetonitrila:cloroférmio e aquoso e as seguintes substancias
puras: mistura de hidrocarbonetos, tetraicosanol, hexaicosanol, pentatriacontanol,
octapentacontanol, hexatriacontanol e B-sitoesterol e esses ndo apresentaram
atividade analgésica nas condi¢cdes do experimento. Também realizou teste
antimicrobiano em Staphylococcus aureus e Escherichia coli, onde foram testados
0s extratos benzénico, hexanico, acetonitrila/cloroférmio e aquoso das folhas,
além de extrato benzénico, diclorometanico e etandlico dos galhos e como
resultado, nenhum extrato apresentou atividade inibitoria consideravel, mesmo

quando testado em varias diluicdes.

Sugere-se, portanto, que sejam realizados estudos posteriores de
atividades farmacoldgicas das substancias encontradas na espécie estudada,
uma vez que, segundo MATERSKA (2015), a luteolina e seus C6-hetrosideos
apresentam forte acgédo inibidora da enzima xantina-oxidase. Dessa forma, apesar

de n&o possuir relatos na literatura sobre a sua utilizagdo na medicina popular,
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acredita-se no potencial dessa espécie, podendo ser considerada uma fonte de

isolamento de moléculas bioativas.
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