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RESUMO

Maytenus ilicifolia (espinheira-santa) é uma planta nativa da regido sul do Brasil empregada
na medicina popular para tratamentos de indigestdo, tlceras e gastrites. A ampla utilizagdo
de Maytenus ilicifolia na medicina popular, tem levado a perda de populacdes da espécie,
encontrando-se atualmente na lista da FAO como uma das espécies prioritarias para estudo e
conservacdo na América do Sul. Neste sentido, o presente trabalho teve como objetivo
realizar estudos que subsidiem protejos de conservacdo desta espécie. Inicialmente foi
realizado um levantamento em herbérios e a campo, verificando a ocorréncia e distribui¢do
do género Maytenus no estado do Rio Grande do Sul, sendo encontradas trés novas espécies:
M. glaucescens Reiss, M. gonoclada Mart. e M. robusta Reiss. No estudo da variabilidade
genética em trés populacdes, a variacdo intrapopulacional (0,102 a 0,140) é superior a
interpopulacional (0,076 a 0,099). As trés populagdes analisadas se agruparam com baixos
valores de significancia e 7,6% dos alelos presentes sdo raros. No estudo da variabilidade
genética envolvendo 18 populacdes nativas de Maytenus ilicifolia e plantas de Maytenus
aquifolia e Maytenus evonymoidis, pode-se separar as espécies com 100% de confianca e M.
ilicifolia e M. aquifolia estao mais proximas geneticamente em relacdo a M. evonymoidis. As
populagdes de Maytenus ilicifolia analisadas formaram 3 grupos com valores baixos de
indice de confianca baixos, sendo o grupo I a populacio de Ponta Pord, o grupo II as
populacdes de Santana do Livramento, Vale Verde, Cangucu e Unistalda e o grupo III
formados pelas 13 populacdes restantes. Observou-se semelhanca no agrupamento genético e
ambiental destas populacdes. No estudo da caracterizagdo quimica, via cromatografia gasosa
dos extratos obtidos por CO, a alta pressdo, observou-se um acréscimo na eficiéncia de
extracdo com aumento de temperatura e densidade do solvente. Os compostos dcido
dodecandico, geranil acetona, fitol, Esqualeno, Vitamina E e Stigmast-5-enol foram
extraidos em maior concentracdo nas primeiras fracOes, independente das condigdes de
extracdo, enquanto que os compostos Friedelan-3-ol e Friedelin, foram extraidos em maior
quantidade nas fracOes seguintes. Na andlise da variabilidade quimica dos compostos
volateis e semi-volateis das populacdes de Maytenus ilicifolia ). Verificou-se no rendimento
de extrato (0,488 a 0,976 %) e concentracio dos compostos analisados diferengas
significativas entre as populacdes analisadas e nido houve relagdo entre o agrupamento

quimico das populacdes com os agrupamentos ambientais e genéticos.



ABSTRACT

Genetic and chemical variability of Maytenus ilicifolia
Maytenus ilicifolia is a native plant of Southern Brazil commonly used as a popular medicine
for indigestion, gastritis and ulcers. The large use of this plant has increased the degradation
of the species, and thus it is presently included in FAO~s list for priority species for studying
and conservation in South America. In this context, this work aimed to contribute with
studies that help the conservation of this species. Initially, a survey in herbaria and in the
field was performed to identify the incidence and distribution of the genus Maytenus in the
State of Rio Grande do Sul. Three new species (M. glaucenscens Reiss, M. gonoclada Mart.
and M. robusta Reiss) were found in this State. The genetic variability study of three
populations showed that the intrapopulational variation (variance from 0.102 to 0.140) is
higher than the interpopulational (variance between 0.076 and 0.099%). The three
populations analyzed grouped themselves with low significance level and 7.6% of the
present alleles are rare. The genetic variability study involving 18 native populations of
Maytenus ilicifolia, Maytenus aquifolia and Maytenus evonymoidis demonstrated that the
species may be separated with 100% of confidence, and that M. ilicifolia and M. aquifolia
are genetically more similar. The populations of Maytenus ilicifolia analyzed formed three
groups with low confidence levels. Group I included the populations of Ponta Pora, group II
the populations of Santana do Livramento, Vale Verde, Cangugu and Unistalda, and group
IIT was formed by the other 13 populations. A similarity in the genetic and environmental
grouping of such species was observed. The chemical characterization was performed by gas
chromatography of the extracts obtained with high pressure CO,. An increase in the yield of
extract was obtained when the temperature of extraction as well as the solvent density were
increased. The compounds that presented higher yield in the first fractions were dodecanoic
acid, geranyl acetone, phytol, squalene, vitamin E and stigmast-5-enol. The compounds
friedelan-3-o0l and friedelin were extracted in higher yields in the following fractions. The
chemical variability study of the volatile and semi-volatile compounds of populations of M.
ilicifolia showed a yield of extract (0,488 a 0,976 %) significantly different between the
populations. In addition no relation between the chemical and environmental or between the

chemical and genetic grouping could be established.
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1. INTRODUCAO

Maytenus ilicifolia Mart. ex Reis € uma das 44 espécies de Maytenus que
ocorrem no Brasil extra-amazdnico, sendo uma planta comumente utilizada na
medicina popular, sendo conhecida como espinheira-santa, cancarosa, etc. No
Brasil, as espécies Maytenus aquifolia e Maytenus ilicifolia sdo utilizadas
popularmente como antiespasmddico, contraceptivo, antiulceroso, diurético,
cicatrizante e analgésico. Estudos realizados com animais em laboratdrio
comprovaram seu efeito antiulcerogénico, atribuidos a sua capacidade
antioxidante, anti-séptica e cicatrizante.

M. ilicifolia é um subarbusto ou arvore, ramificada desde a base, medindo
cerca de 5,0m de altura. Ramos novos glabros angulosos, tetra ou multicarenados
e folhas de margem inteira ou com 1 ou vdrios espinhos, distribuidos regular ou
irregularmente no bordo. Esta planta é encontrada na regido Sul do Brasil (Rio
Grande do Sul, Santa Catarina e metade sul do Parand), sendo que sua ocorréncia
no estado de Sido Paulo e Mato Grosso do Sul € pouco abundante.
Preferencialmente encontra-se no sub-bosque das florestas de Araucdria, as
margens de rios e nos agrupamentos arbdreos (capdes) em regides de Estepes.

Floresce a partir do final do inverno e da primavera, e a frutificacdo
ocorre, principalmente, nos meses de novembro a janeiro. Quanto a sua dispersdo
natural € classificada como uma espécie zoocdérica, sendo dispersa especialmente
por passaros. Nas flores, embora estejam presentes o androceu e o gineceu, hi
evidéncias que muitas flores sejam diclinas, por aborto de um dos verticilos, fato
este que pode indicar estar havendo uma tendéncia de transicdo da
bissexualidade para unissexualidade das flores e individuos.

Em Maytenus, o desenvolvimento da planta é bastante lento, praticamente
nulo no inverno, reiniciando o desenvolvimento na primavera, porém somente 0s
ramos maduros do ano anterior irdo florescer. O manejo inadequado desta planta
e coleta dos ramos, poderd prejudicar a floracdo e consequentemente, a

frutificacdo da planta, diminuindo a capacidade de reprodugao.



A acdo antrépica, tanto sobre os ecossistemas como a utilizacdo da
espinheira-santa com fins medicinais, tém ocasionado uma grande degradacgio
sobre a mesma. Este fato, associado 4 sua importancia medicinal, resultou na
entrada desta planta a lista de espécies ameacgadas de extingdo da FAO (Food and
Agriculture Organization of the United Nations) como uma das espécies
prioritdrias para estudo e conservacdo na América do Sul. Entretanto, a
conservacdo de recursos naturais tem enfoque principal nas culturas agricolas,
pouco tendo sido feito na conservacdo de espécies nativas. Neste sentido a
conservacao de plantas medicinais, que vém sofrendo grande acdo antrdpica, é
extremamente relevante.

Para a conservacdo e uso sustentavel da espécie, sdo imprescindiveis
estudos genéticos e quimicos. Neste sentido, o presente trabalho teve como
objetivos o estudo da ocorréncia e distribuicdo do género Maytenus no estado do
Rio Grande do Sul, a andlise da variabilidade genética intra e interpopulacional
de Maytenus ilicifolia, e a determinacdo das melhores condi¢cdes de obtencdo de
extrato via extracdo em fluido supercritico, e a identificacdo dos compostos
organicos voldteis e semi-voldteis para andlise de diversidade quimica nestas
populacdes nativas coletadas nos estados do Mato Grosso do Sul, Parand, Santa
Catarina e Rio Grande do Sul, visando subsidiar futuros estudos de conservacgao

das espécies deste género.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

O Brasil possui uma das maiores biodiversidades mundiais. Estima-se que este pais
abrigue mais de 50 mil espécies distribuidas nos seus biomas (Amazonia, Mata Atlantica,
Cerrado, Caatinga e Floresta Subtropical). Deste total, apenas uma pequena parcela tem
sido estudada quanto ao seu potencial de uso como farmaco. Considerando-se a estimativa
de que 80% da populagao dos paises em desenvolvimento utilizam plantas medicinais, e
poucos sdo os recursos destinados para pesquisa e conservagdo das mesmas e a grande
acdo antrépica com destruicdo dos ecossistemas, estima-se que no maximo 5% destas
plantas serdo conhecidas e pesquisadas antes de serem extintas (1, 2).

A Central de Medicamentos — CEME, mantinha desde 1983, o programa de plantas
medicinais, sendo que das 61 plantas estudadas, 8 apresentaram resultados positivos, entre
estas encontra-se Maytenus ilicifolia (3). Estes resultados estimularam o consumo in
natura destas plantas, colocando em risco estes recursos naturais (4). O cultivo de plantas
medicinais, aromadticas e condimentares seria uma das alternativas para evitar o
extrativismo exagerado e o perigo de extincdo destas espécies (5). Nestes sentido, cabe
lembrar que Maytenus ilicifolia ja é citada como uma das espécies de ocorréncia rara e

ameagadas de exting¢do (6, 7).

2.1. Género Maytenus Mol. emend. Mol.

O género Maytenus pertence a familia Celastraceae, sendo representado no Brasil
extra amazonico por 43 espécies, reunidas em duas secdes: Maytenus Mol. e Oxyphylla
Loes. A distribuicdo do género Maytenus é predominantemente tropical, sendo o Brasil um
dos centros de diversidade especifica (8). Plantas do género Maytenus t€m sido estudadas e
compostos com bioatividade tém sido relatados, como: M. buchananii com triterpenos com
atividade citotoxica (9); M. diversifolia com triterpenos com atividade antileucémica (10,
11); M. ilicifolia com triterpenos com acdo citotéxica (12), entre outras. Algumas espécies
deste género tém tido sua eficiéncia fitoterdpica comprovada para diversos usos tais como,
antibidtico (13), anti-cancerigenos (14, 15), anti-reumadticos (15) e antimalarico (16).

Em levantamento realizado por Carvalho-Okano (8), foram identificadas 6 espécies

de ocorréncia no estado do Rio Grande do Sul, Maytenus cassineformis Reiss., Maytenus



dasyclada Mart., Maytenus evonymoidis Reiss., Maytenus boaria Mol., Maytenus aquifolia
Mart. e Maytenus ilicifolia Mart. ex Reiss.

No Brasil destacam-se Maytenus aquifolia € Maytenus ilicifolia pelo intenso uso
popular, sendo consideradas prioritarias para estudos farmacolégicos pela Central de

Medicamentos do Ministério da Saide (CEME) (17).

2.1.1 Maytenus ilicifolia Mart. ex Reiss (1861)

Normalmente € conhecida por cancorosa ou espinheira-santa, dependendo da
regido, sendo algumas vezes confundida com Maytenus aquifolia. A espécie pertence a
secdo Oxyphylla, que € restrita a América do Sul, concentrando no Brasil o maior niimero
de espécies. Carvalho-Okano (8) estudando o género Maytenus extra amazdnico
identificou a regido sudeste como o centro primario de diversidade especifica de M.

ilicifolia. Em seu trabalho descreve a espécie M. ilicifolia como:

“Subarbusto ou 4rvore, ramificado desde a base, medindo cerca de 5,0m de altura. Ramos novos glabros
angulosos, tetra ou multicarenados. Folhas congestas, coridceas, glabras; peciolo com 0,2-0,5cm de
comprimento; estipulas inconspicuas; limbo com 2,2-8,9cm de comprimento e 1,1-3,0 de largura; nervuras
proeminentes na face abaxial; forma eliptica ou estreitamente eliptica; base aguda ou obtusa; dpice agudo ou
obtuso, mucronado ou aristado; margem inteira ou com espinhos em nimero de 1 a varios, distribuidos
regular ou irregularmente no bordo, geralmente concentrados na base apical de um ou de ambos os
semilimbos. Inflorescéncias em fasciculos multifloros. Pedicelos florais com 0,2-0,5cm de comprimento.
Sépalas semicirculares, ciliadas, com cerca de 0,1cm de comprimento. Pétalas ovais, inteiras, com cerca de
0,22cm de comprimento e 0,2cm de largura. Estames com filetes achatados na base. Estigma capitado, séssil
ou com estilete distinto; ovdrios saliente ou totalmente imerso no disco carnoso. Fruto cédpsula bivalvar,

orbicular; pericarpo maduro de coloragdo vermelho-alaranjada”.

M. ilicifolia é encontrada na regido Sul do Brasil (Rio Grande do Sul, Santa
Catarina e metade sul do Parand), a ocorréncia no estado de Sdo Paulo e Mato Grosso do
Sul € pouco abundante. Além do Brasil, ocorre também no Uruguai, leste da Argentina,
Paraguai e Bolivia. Preferencialmente encontra-se no sub-bosque das florestas de
Araucéria e as margens de rios (8), e nos agrupamentos arbdreos (capdes) em regides de
estepes (17).

A espinheira-santa floresce a partir do final do inverno e da primavera, e a
frutificacdo ocorre, principalmente, nos meses de novembro a janeiro, iniciando pelo
estado do Rio Grande do Sul, Santa Catarina e por ultimo Parand (18). Quanto a sua
dispersdo natural é classificada como uma espécie zoocdrica, sendo dispersa especialmente

por péssaros (19). Nas flores, embora estejam presentes o androceu € o gineceu, ha



evidéncias que muitas flores sejam diclinas, por aborto de um dos verticilos. A campo
observam-se plantas que produzem elevado nimero de flores e nao frutificam ou produzem
poucos frutos. Através de observagdes, Carvalho-Okano (8) sugere que devido a
reducdo dos 6rgdos reprodutivos, ora do gineceu, ora do androceu, possa estar havendo
uma tendéncia de transicdo da bissexualidade para unixessualidade das flores em
individuos desta espécie.

Em Maytenus, o desenvolvimento da planta € bastante lento, praticamente nulo no
inverno, reiniciando o desenvolvimento na primavera, porém somente os ramos maduros
do ano anterior chegam a florescer. O manejo inadequado desta planta e coleta dos ramos,
pode prejudicar a floracdo e consequentemente, a frutificagcdo da planta, diminuindo a
capacidade de reproducdo da mesma.

No Brasil, as espécies M. aquifolia e M. ilicifolia sdo utilizadas popularmente como
antiespasmodico, contraceptivo, antiulceroso, diurético, cicatrizante e analgésico. Estudos
realizados com animais em laboratdrio (20, 21) comprovaram o efeito antiulcerogénico
destas duas espécies, efeito este atribuido ao aumento do volume e pH do suco géstrico
(21), a atividade anti-oxidante (22), ao efeito anti-séptico e cicatrizante (3, 23). Diversos
compostos estdo presentes no extrato, como fendis, taninos e terpenos (24). Alguns autores
atribuem o efeito antiulcerogénico aos triterpenos, entre eles a friedelina e friedelan-3-ol, e
polifendis (25, 26, 27), pois eles possuem a capacidade de aumentar as defesas do
organismo, estimulando a sintese de mucos ou mantendo alta a concentracdo de
prostaglandina da mucosa gastrica (28). Esta afirmacfo, entretanto é contestada por
Queiroga (29). Franca e Pereira (30) listaram substancias bioativas isoladas de M. ilicifolia,
entre elas encontra-se o terpeno maintansina (ansamacrolideo) com atividade antitumor
(31); ilicifoliana (triterpenos do tipo friedelano, entre eles friedelin e friedelan-3-ol),
triterpenos quinides, cangoroninas e flavondides com atividade citotdxica (32, 33) e
taninos considerados como antitlcerogénicos (21).

A falsificacdo de amostras comercializadas de espinheira-santa € bastante intensa.
Trabalhos realizados por Vilegas et al. (25) demonstraram que 60% do material
comercializado pertenciam a espécie Sorocea bomplandi, cujas folhas se assemelham as da
Maytenus, porém sem as propriedades medicinais desta ultima. Este fato indica a pouca
disponibilidade de individuos para coleta ja neste momento, fato que vem se agravado nos

ualtimos anos devido a coleta indiscriminada.



2.1.2 Maytenus aquifolia Mart. (1841)

Maytenus aquifolia pertence a familia Celastraceae e se¢do Oxyphylla junto com
Maytenus ilicifolia, sendo ambas muito utilizadas pela populacdo como fitoterdpico e
muitas vezes confundidas, apresentando inclusive os mesmos nomes populares
dependendo da regido (espinheira-santa, cancorosa, etc). Apesar de possuirem as folhas
parecidas, sdo facilmente separadas pela forma dos ramos, que sdo angulosos e carenados
em M. ilicifolia e cilindrico achatados em M. aquifolia (8).

T&m ocorréncia na regido sudeste e regido Sul do Brasil, encontrando-se
predominantemente no sub-bosque, em matas do interior dos estados e com altitude entre

100 e 1000 m e € descrita por Carvalho-Okano (8) como:

“Arbusto ou drvore medindo cerca de 1,5-12m de altura. Ramos novos glabros, cilindrico-achatados. Folhas
carticeas, glabra; peciolo com 0,5-1,0cm de comprimento; estipulas inconspicuas; limbo com 6,0-19,0cm de
comprimento e 2,0-6,0cm de largura; nervura primdria proeminente em ambas as faces; nervuras secunddrias
subsalientes; forma eliptica ou mais comumente oblongo-eliptica; base aguda ou obtusa; dpice agudo a
obtuso com mucron; margem com muitos espinhos, serrada. Inflorescéncia em fasciculos multifloros,
pedicelos florais com 0,4-0,7 cm de comprimento. Sépalas ovais com cerca de 0,4cm de comprimento e
0,3cm de largura. Estames com filetes achatados na base. Estigma sésseis ou com estilete distinto; ovario
saliente ou imerso totalmente no disco carnoso. Fruto cédpsula bivalvar, orbicular; pericarpo maduro de

coloracdo castanho-avemelhada”.

Estudos t€ém demonstrado que ambas apresentam uma composi¢io quimica
semelhante e as mesmas propriedades medicinais. Siqueira (34), selecionou na literatura 63
levantamentos da Mata Atlantica, encontrando 2 cita¢des para M. aquifolia e nenhum para

M. ilicifolia, demonstrando a baixa freqiiéncia de ocorréncia de ambas as espécies.

2.1.3 Maytenus evonymoidis Reiss (1861)
Maytenus evonymoidis ¢ amplamente distribuida nas regides Sul, sudeste e central

do Brasil. Sendo descrita por Carvalho-Okano (8) como:

“Arbusto ou drvore medindo até cerca de 15m de altura. Ramos novos angulosos, pubérulos ou densamente
pilosos. Folhas subsésseis, membrandceas, glabras na superficie abaxial e com pilosidade lepidota na base
abaxial; peciolo com 0,1-0,2cm de comprimento; estipulas inconspicuas; limbo medindo de 3,0-8,0 cm de
comprimento e de 1,4-3,0cm de largura; nervura primdria saliente em ambas as faces; nervuras secunddrias
subsalientes na superficie abaxial; forma eliptica ou mais comumente estreitamente eliptica; base cuneada ou
atenuada; dpice agudo ou obtuso; margem dentado-crenada. Inflorescéncia em fasciculos multifloros.
Pedicelos florais bracteolados na base, medindo de 0,2-0,4cm de comprimento. Sépalas ovais, com cerca de
0,15cm de comprimento. Pétalas obovais, fimbriadas medindo cerca de 0,2cm de comprimento e 0,15 de

largura. Estames com filetes achatados na base, de comprimento iguais ou menores que o gineceu. Filetes



eretos, afastados do gineceu ou, filetes curvos em direcdo ao centro floral, cobrindo o gineceu. Estigma
capitado, as vezes bilobado, sésseil ou com estilete distinto. Ovdrio saliente ou imerso em disco; disco

carnoso. Fruto capsula, bivalvar, orbicular; pericarpo maduro de cor amarela”.

2.2 Conservacao de Recursos Genéticos

O Brasil é considerado um dos paises detentores de megadiversidade. Porém o
ritmo atual de extingdo de plantas € entre 50 e 100 vezes maior que o observado ha alguns
anos. Mantido o ritmo atual, até o ano 2015, pode-se perder até 8% de todas espécies vivas
presentes nas florestas tropicais (35).

A acdo antrépica, como a fragmentagdo dos ecossistemas, os estresses ambientais
pela poluicdo e as mudancgas climéticas sdo apontadas como as principais causas da perda
da diversidade genética, de maneira global (36). Além destes fatores, a exploracdo dos
recursos naturais de forma excessiva e ndo planejada com a destruicdo acelerada da
vegetacdo natural, por meio da expansdo agricola, das queimadas, exploragdo madeireira,
construcdo de estradas e hidroelétricas além do extrativismo, tém levado a perda destes
recursos (37). Considerando a grande quantidade de espécies medicinais e aromaticas
brasileiras, segundo Vieira (37), a maioria das espécies medicinais e aromdticas ainda
carece de estudos bdsicos (taxonomia, genética, fisiologia e biologia reprodutiva),
existindo poucos bancos de germoplasma, predominando a existéncia de colecdes com
grande ndmero de espécies e baixa representatividade da variabilidade intraespecifica. A
conservagdo de germoplasma, além de preservar a espécie permite o acesso ao material
genético para caracterizagdo, domesticacdo, desenvolvimento de novas variedades e
prospecg¢do de genes, revertendo em beneficios para toda sociedade.

Estudos de auto-ecologia relacionados com a drea de distribuicdo geografica e do
habitat preferencial indicam as espécies caracteristicas e o tipo de macro vegetacdo e/ou
ambiente necessdrio para cada uma das espécies raras ou ameacadas de extincdo (38).
Além disto, a conservacdo genética das espécies requer estudos considerando a variacdo
genética das espécies e suas propriedades adaptativas com relagdo ao ambiente em que
estdo inseridas (39). A presenca de variabilidade genética dentro da espécie é que
possibilita a adaptacdo as mudangas ambientais, por isto, a variagdo genética em

populagdes naturais € importante para identificar os processos microevoluciondrios (40).



No estudo da genética evolutiva, o conhecimento da estrutura genética das
populacdes oferece evidéncias da atuagdo dos diversos fatores ambientais sobre a dindmica
das populacdes (41), dando subsidios para compreensao dos fendmenos que contribuiram e
contribuem para a evolugéo das espécies.

As populagdes contém variacdes genéticas que surgem através de mutagio ao acaso
e recombinagdo, e as populacdes evoluem por mudancas nas frequéncias génicas
ocasionadas pela deriva genética aleatdria, fluxo gé€nico e especialmente pela selecdo
natural. A evolucdo dos seres vivos compreende a variagdo individual dentro de uma
populacdo, a distribuicdo e frequéncia dos individuos variantes nas diferentes populagcdes
dentro da espécie e a divergéncia ou especiacdo progressiva das populagdes como

consequéncia do somatério de mecanismos de isolamento (42).

2.2.1 Marcadores Moleculares

Desde os anos 60, utilizam-se marcadores como isoenzimas, proteinas totais e
proteinas especificas, que sdo de certa forma indicadores da variagdo existente em nivel de
DNA e, mais recentemente, surgiram os marcadores moleculares. As tecnologias de andlise
molecular da variabilidade do DNA permitem determinar pontos de referéncia nos
cromossomos que correspondem a regides expressas ou nao do genoma. (43).

A tecnologia de PCR (reacdo de polimerizacdo em cadeia) é uma técnica versatil pois
varios tipos de primers podem ser utilizados, dependendo do objetivo do estudo. A técnica
foi desenvolvida por Kary Mullis em meados da década de 80 e envolve a sintese enzimatica
“in vitro” de milhdes de cépias de um segmento especifico de DNA em presenga da enzima
DNA polimerase. A reacdo baseia-se no anelamento e extensdo enzimitica de um par de
oligonucleotideos utilizados como iniciadores (primers) que flanqueiam a sequéncia de DNA
alvo e os primers sdo sintetizados artificialmente. Um ciclo de PCR envolve a desnaturagio
da fita dupla de DNA, o anelamento do primer com sequéncias complementares da regiao
alvo e a extensdo da cadeia de DNA a partir de cada terminal 3’ do primer através da adi¢do
de nucleotideos, realizado pela DNA polimerase. O ciclo € repetido vérias vezes e apds 20
ciclos sdo produzidas mais de um milhdo de copias, permitindo a visualizacdo em gel de
eletroforese através de corantes especificos (43).

Intimeras derivagdes surgiram a partir da descoberta do PCR, entre elas o RAPD
(Random Amplified polymorphic DNA), que envolve a amplificacdo simultanea de vérios

loci andénimos no genoma, utilizando primers curtos (oligonucleotideo de 10 bases) de



sequéncia arbitraria. Esta técnica foi desenvolvida por Williams et al. (44), e apresenta a
vantagem de ndo ser necessdrio um conhecimento prévio do genoma da planta a ser
estudada, além de necessitar de pequenas quantidades de DNA e permitir a detec¢ao do
polimorfismo com maior eficiéncia que RFLP (Restriction Fragement Length
Plymorphism) (43). Os marcadores RAPD caracterizam-se como dominantes, sendo um
alelo de cada loco visualizado (45).

Em Maytenus ilicifolia poucos trabalhos com utilizagdo de marcadores moleculares
tém sido publicados. Perecin (16, 46) utilizando marcadores isoenzimaticos estudou cinco
populagdes nativas de Maytenus aquifolia nos estados de Sao Paulo e uma de Maytenus
ilicifolia de Santa Catarina, observando variabilidade genética compativeis com as
encontradas na literatura para plantas com alta variabilidade genética e a presenga de alelos
raros nas populacdes. A diferenciacdo entre as populacdes ndo mostrou estar relacionada
com a distancia geografica, com o tipo de floresta nem com o nivel de acdo antrdpica.
Assim sendo, concluiu-se que os processos evolutivos que podem estar interferindo, devem
estar relacionados a caracteristicas ligadas ao sistema reprodutivo, baixo niveis de fluxo
génicos, baixo tamanho efetivo populacional e efeito fundador. A espécie Maytenus
ilicifolia compartilhou a presenca de muitos alelos com as populacdes de Maytenus
aquifolia, indicando uma proximidade filogenética e possivel fluxo gé€nico entre as duas
espécies. Este fluxo pode estar acontecendo no momento ou pode ter ocorrido num passado
préximo, indicando que estas espécies nao estdo ou nao estiveram completamente isoladas
reprodutivamente.

Bittencourt (47), estudando duas populagdes de Maytenus ilicifolia no estado do
Parand (Lapa e Guarapuava) com RAPD, analisou 52 fragmentos, com média de 7,42
fragmentos por primer, sendo que destes, 44 sido polimérficos. O dendrograma baseado no
indice de Jaccard permitiu a separacdo em quatro grupos, porém com baixos indices de
confianga. Os indices de similaridade intrapopulacionais variaram de 42 a 85% para a

populag@o de Guarapuava e entre 51 a 96 % para a populagdo da Lapa.

2.3. Metabolitos Secundarios

Os constituintes quimicos no reino vegetal sdo sintetizados e degradados por

inimeras reagOes metabdlicas, sendo a sintese de compostos essenciais para a



sobrevivéncia das espécies vegetais chamado de metabolismo primdrio e os compostos que
aparentam nao ter grande utilidade na planta de metabolismo secundério (48).

Embora qualquer tecido tenha a capacidade de biossintetizar metabdlitos
secundarios, este processo s6 ocorre em alguns tecidos ou células especiais, e a producio
pode estar restrita a um estagio especifico do desenvolvimento vegetal ou determinada
condi¢cdes ecoldgicas e ambientais (49). Existem trés pontos de origem e produgdo de
compostos secunddrios, dependendo dos seus precursores: 4cido chiquimico como
precursor de inimeros compostos aromdticos, aminoidcidos como fonte de alcaldides e
peptideos e acetato que através de duas rotas biossintéticas originam compostos como
acetatos, terpenos, esteréides e outros (50).

Quando os compostos secunddrios presentes nas plantas exercem algum efeito
fisiol6gico de propriedade terapéutica se costuma isold-los e denomind-los de principio
ativo. O principio ativo de uma planta medicinal pode ser um composto ou um conjunto de
compostos que interagem e proporcionam o efeito desejado (51).

Os triterpendides quinonemetide sdao metabdlitos secunddrios restritos as familias,
Celastraceae e Hippocrateaceae, e a co-ocorréncia com friedelans foi constatada. Estes
compostos tem demonstrado uma variada gama de atividades biol6gica como antitumoral,
antimicrobiana, antibidtica, antimalarial e atividades espermicidas. (52)

Em Maytenus ilicifolia foram observadas a presenca de iodo, enxofre, fosforo,
sédio, cdlcio, tanino, corante, mucilagem, resina aromadtica e céra (53). Silva (33),
encontrou diferentes concentragdes de polifendis totais e taninos em plantas de diferentes
regides do Parand. Grande parte dos estudos farmaco quimicos t&ém abordado a presencga de
substancias pertencentes a classe dos terpenos (maitansindides, primestrina, amirin,
friedelin, friedelan-3-ol, lupeol, taraxerol, entre outros) (54, 32, 55). Corsino (52),
estudando a biosintese de triperndides (quinonemetidinas e friedelans) em Maytenus
aquifolium e Salacia campestris, contatou que os friedelans sdo produzidos nas folhas a
partir do esqualeno e; posteriormente; translocados até as raizes e transformados em
quinometidinas com atividade antitumoral, o autor constatou a presenca de derivados de
friedelan (3B-friedelanol e friedelin) exclusivamente nas folhas e as quimitidinas
(maytenina e pristimerina) como constituintes majoritdrios das raizes com mais de 0,2% e
ausentes nas folhas.

Radomski (4), estudando uma populacdo de Maytenus ilicifolia no municipio de

Lapa no Parand, concluiu que a luminosidade foi o principal fator ambiental, responsavel

10



pelas diferencas observadas nas varidveis analisadas em folhas e ramos de M. ilicifolia. O
peso especifico de 100 folhas foi maior nas plantas crescendo a pleno sol, os teores foliares
de N, K, B e Si variaram entre os ambientes, principalmente em funcio da intensidade
luminosa, tendo sido observadas correlacdes negativas entre estes elementos e a
disponibilidade de luz. Para P, Mn e Cu as diferengas observadas entre os ambientes
indicam uma possivel interagdo entre solo e luminosidade na absorcdo destes elementos. Ja
os teores de Ca, Mg, Fe, Al e Zn ndo apresentaram diferencas entre os ambientes. Os teores
de polifendis totais, polifendis ndo tanantes e taninos variaram entre os ambientes, sendo
maiores nas plantas crescendo a pleno sol. O aumento na concentracdo dos polifendis foi
diretamente influenciado pelo aumento da intensidade luminosa, somado a baixa
disponibilidade de nutrientes do solo.

A cromatografia a gds (GC), amplamente utilizada para a andlise de compostos
voléteis, moléculas organicas complexas, pesticidas, etc, € uma técnica de separacdo
cromatografica que fornece um meio ripido e facil para determinar o nimero de
componentes de uma mistura, a presenca de impurezas em uma substincia e, muitas vezes,
o esclarecimento em uma primeira aproximagdo, sobre a identidade de um composto,
sendo extremamente sensivel e de aplicabilidade praticamente universal (56).

A espectrometria de massas (MS) € basicamente uma técnica em que os fons
obtidos de uma substincia, em geral orgénica, se separam segundo sua relacdo de massa e
carga i0nica, dando lugar, uma vez registrados de forma adequada, ao espectro de massas
caracteristico da substincia. Os resultados registrados, em geral por um multiplicador
eletrdnico, sdo visualizados como um ‘espectro de massas”, que representa graficamente
em funcdo de seus valores respectivos de massa e carga. Estes resultados podem ser
calculados como as relacdes da abundancia e intensidade de cada massa/carga, em funcio
do pico mais alto, atribuindo-lhe o valor arbitrario de 100, ou como percentual da soma
total das intensidades de todos os fons a partir de um valor também arbitririo de
massa/carga (56).

A utilizacdo da cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC/MS),
transforma o conjunto das duas técnicas na melhor ferramenta de separacio e identificacio dos
constituintes de uma mistura complexa. Nesta técnica, a amostra € injetada no cromatégrafo a
gds e o material eluido € continuamente bombardeado por um feixe de elétrons, obtendo-se
assim, o espectro de massas de cada pico cromatografico, o qual comparado com uma

biblioteca de espectros, permite a identificacdo do composto (56).
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Cordeiro (55) identificou em Maytenus ilicifolia, friedelin, friedelan-3-ol, vitamina
E, simiarenol, lupeol, lupenone, P-amidrin, [-sitosterol, estigmasterol, campesterol,
ergosterol, brassicasterol, esqualeno e acido hexadecandico, através do acoplamento da
cromatografia gasosa de alta resolugdo e espectrometria de massas.

Virios compostos tais como taninos, terpenos do tipo maitesina, maitomprina,
maitambutina e maitolidina, flavondides, antocianos e mucilagens, além dos triterpenos
friedelin, friedelan-3-ol, friedelan-3-one, entre outros, foram identificados em espinheira-santa.
Porém ainda nao se sabe com certeza qual o principio ativo ou conjunto deles, que confere a
potente acdo antiulcerogénica desta planta. Compostos como o friedelan-3-ol e friedelin ja
foram identificados em Maytenus ilicifolia, com auxilio da cromatografia gasosa, em estudos
como marcadores na identificacdo de adulterantes em Maytenus ilicifolia e Maytenus aquifolia
(25), e no efeito do uso de fertilizantes nas caracteristicas morfoldgicas e producdo de

metabolitos secunddrios (Friedelan e Friedelina-3-ol) em Maytenus aquifolia (57).

2.4. Fluidos Supercriticos

O processo de extracdo é fundamental para obtencdo de compostos e andlise
quimica em vegetais, os métodos mais utilizados atualmente sdo o arraste com vapor
d’4gua, extracio com solventes e mais recentemente o fluido supercriticos (FSC).

A utilizag@o de fluidos supercriticos (FSC) foi reportada pela primeira vez trabalho
de Hannay e Hogarth (58) no encontro da Royal Society of London em 1879, no qual é
descrita uma de suas habilidades: dissolver materiais s6lidos de baixa volatilidade. Porém,
somente a partir da década de 70, os FSC tornaram-se alvo de maior interesse por parte da
comunidade cientifica.

Os FSC encontram aplicagdes nos mais variados campos da Ciéncia e Tecnologia,
tais como: processamento de alimentos, polimeros, surfactantes, firmacos e efluentes.

Os pesquisadores apontam a extragdo com fluido supercritico (ESC) como um dos
processos de separacdo do século XXI, pois o processo combina caracteristicas de
destilacdo (separacdo baseada em diferencas de volatilidade entre os componentes) e de
extracdo com solventes (separacdo utilizada para componentes com pequena diferenca de
volatilidade ou que sejam termoldbeis) (59).

Observando o diagrama press@o critica (Pc) x Temperatura critica (Tc) de uma

substancia pura, apresentado na Figura 1, pode-se visualizar trés partes distintas: a linha que
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corresponde a sublimacdo, que vai até o ponto comum entre as trés fases (ponto triplo); a
bifurcacdo a partir deste ponto origina a linha de fusdo e a linha de vaporizacio. O avancgo na
linha de vaporizacdo conduz a existéncia de um outro ponto, conhecido como ponto critico.
Uma substincia, que esteja a uma temperatura superior a Tc, encontra-se num
estado denominado supercritico e nesta condi¢do, por maior que seja a pressao imposta a
substancia, ndo é possivel liquefazé-la. A regido de fluido supercritico no diagrama Pressao

x Temperatura representa a regido de interesse da ESC.

Regido de
Fluido
, Supercritico S - Sélido
¢ - - -
Pressio | g L | L - Liquido
} G - Gasoso

Tc

Temperatura

Figura 1. Diagrama Pressdo x Temperatura para uma substancia pura (59).

A Tabela 1 apresenta a temperatura critica (Tc), pressdo critica (Pc) e massa
especifica critica (pc) de alguns compostos comumente empregados como solventes na

ESC.

Tabela 1. Temperatura critica, pressdo critica e massa especifica critica de alguns

solventes aplicdveis a ESC (59).

Solvente Tc (K) Pc (bar) pc(g.cm3)
COy 304,1 73,8 0,468
Etileno 282 50,3 0,218
Etanol 513.9 61,4 0,276
Etano 305 48,8 0,203
Agua 647 220 0,322

13



Observando a Tabela 2, nota-se que um fluido supercritico apresenta valores das
propriedades fisicas numa posi¢@o intermedidria entre um gds e um liquido. A densidade é
mais préxima a de liquidos e 1000 vezes maior que a de gases, a difusividade ¢ intermedidria e
a viscosidade € proxima a de gases. A combinacio destas propriedades proporciona um maior
poder de penetracdo em matrizes porosas € a conseqiiente solubilizagdo de solutos, bem como

maior facilidade para o transporte de massa devido a caracteristica de difusividade.

Tabela 2. Propriedades fisicas e de transporte de uma substancia pura (59).

ESTADO Massa Especifica Difusividade Viscosidade
(g.cm'3) (cm2 s (g.cm'l.s'l)
Gis 0,6-2,00x1073 0,1-04 (1,0-3,00x 10
Supercritico 0,2-0,5 0,7x10°7 (1,0-3,0)x 10™*
Liquido 0,6-1,6 (0,2-2,0)x 107 (0,2-3,0)x 107

A Figura 2 ressalta uma caracteristica peculiar aos fluidos supercriticos: pequenas
variagdes na temperatura e/ou pressdo nas proximidades do ponto critico causam grandes
variagdes em densidade e, consequentemente, no poder solvente do fluido supercritico,

permitindo desta maneira extrair seletivamente compostos de interesse.

T 11[!7"' T T T T 771707

Lol

Figura 2. Diagrama caracteristico pr X Pr de uma substancia pura (59).
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Uma tipica unidade de ESC € esquematicamente apresentada na Figura 3, contendo
os seguintes componentes basicos: um extrator, uma bomba de alta pressdo, uma vélvula

de expansdo e um vaso separador.

D
— 2 S >

a B C

A

Figura 3. Esquema representativo de um processo de extragdo supercritica (48), composto
por: (A) cilindro sifonado do solvente, (B) bomba de alta pressao, (C) extrator, (D) valvula

de expansdo e (E) tubo coletor.

O processo, simplificadamente, consiste em bombear o solvente ao extrator numa
pressdo estabelecida, permitindo que 0 mesmo entre em contato com a matriz porosa € ocorra
o processo de solubilizacdo. Retira-se a mistura (soluto e solvente) do extrator, que passa por
uma valvula de expansdo, sendo coletada num vaso separador normalmente a temperatura
ambiente, onde o soluto se deposita e o solvente separa-se naturalmente, podendo o dltimo ser
reaproveitado. Este processo € interrompido quando ndo se nota mais alteracdo da massa de
soluto no vaso separador. Pode-se dizer que a escolha do solvente consiste num passo
fundamental na ESC. A ESC é um processo de separacdo que basicamente manipula a
densidade e através desta pode ser seletiva e promover maiores rendimentos.

Em se tratando de produtos naturais o solvente necessita ser nio toxico, evitando
contaminagdes do produto, de fAcil separacdo, inerte e possuir uma temperatura critica amena
para evitar degradacdo. O didxido de carbono atende aos itens acima e tem sido eleito pelos
pesquisadores para aplicacdes na industria alimenticia e farmacéutica.

Diversos trabalhos de extragio por fluido supercritico sdo encontrados na literatura (60,
61, 62, 63), o efeito de tamanho de particula da amostra, temperatura e pressao sio fatores que
normalmente influenciam no processo. Coelho et al. (64), observaram que os compostos com
menor peso molecular sdo extraidos no inicio do processo. Estudos realizados por Siméndi et
al.(65), constataram que a extracéo por FSC € eficiente e seletiva para os triterpenos B-amyrin

e B-sitosterol, quando comparado com a extracdo por soxhlet. Este mesmo trabalho obteve
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incremento positivo na extracao deste triterpenos com aumento da temperatura e densidade do
solvente supercritico. Estudos realizados por Lancgas et al.(66), demonstraram ocorrer um
incremento na extracao de friedolen-3-ol e friedelin em Maytenus ilicifolia com a utilizagao de

co-solventes, porém somente estes triterpenos foram analisados.
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Resumo

Este trabalho discute a distribuicdo do género Maytenus nas diferentes regides
ecogeograficas do estado do Rio Grande do Sul. O levantamento foi realizado em 13
herbarios com 310 exsicatas de onde foram anotados o nimero da exsicata, data e local de
coleta, nome e numero do coletor, fenologia e outras observacdes. Também foram
realizadas visitas a campo. Além das seis espécies de Maytenus mencionadas no
levantamento realizado por Carvalho-Okano (M. Cassineformis Reiss., M. dasyclada
Mart., M. evoymoidis Reiss., M. boaria Mol., M. ilicifolia Mart ex Reiss. e M. aquifolia
Mart), trés outras novas espécies foram encontradas, M. glaucescens Reiss, M. gonoclada

Mart. e M. robusta Reiss.

Palavras chave: Maytenus ilicifolia, Plantas Medicinais, Conservacdo de germoplasma,

Banco genético.
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1. Introdugdo

Espécies pertencentes ao género Maytenus sao utilizadas na medicina popular,
especialmente nos paises menos desenvolvidos, sendo uma importante fonte de
medicamento para estas populagdes. Diversos compostos e atividades
farmacoldgicas ja foram determinadas neste género, entre estes, podemos citar, a
maytesine e maytenine com atividade anti-tumoral (Englert et al., 1973; Nozaki et
al. 1990); o 4-O-metilepigalocatequina (Oliveira et al., 1991), friedelina e
friedelan-3-ol (Pereira et al., 1993) com atividade antiulcerogénica, entre outras.
Segundo Heywood (1978), citado por Carvalho-Okano (1992), o género Maytenus
pertence a familia Celastraceae, sendo 77 espécies citadas para a flora Brasileira.
O Rio Grande do Sul estd situado (Figura 1), no extremo meridional do Brasil, na
por¢do sudeste da América do Sul, ao sul do trépico de capricérnio, enquadrado
pelos paralelos 27° 03°42” e 33 © 45’ 09” de latitude sul e 49° 42> 417 e 57° 40°

57” de longitude oeste (Vieira, 1984). Segundo Fortes com modificagdes (1959),
o Estado do Rio Grande do Sul estd dividido em 9 regides fisiogrdficas, segundo
suas caracteristicas climdticas, geoldgicas, de relevo do solo, vegetacdo e
obedecendo aos limites municipais. Sendo denominadas (Figura 2): Litoral (1),
Depressdo Central (2), Missdes (3), Campanha (4), Serra do Sudeste (5), Alto
Uruguai (6), Campos de Cima da Serra (7), Planalto Médio (8) e Encosta do
Nordeste (9). Na classificacdo de Koeppen, o estado do Rio Grande do Sul
enquadra-se na zona temperada moderada chuvosa(C), com o tipo climético
fundamental temperado imido (Cf) com chuvas igualmente distribuidas todo ano.
As isotermas dos meses mais quentes delimitam as 4dreas climaticas ‘Cfa” com
média superior a 22°C e ‘Cfb” inferior a 22°C, sendo ‘Cfal” a regido com
temperatura média anual inferior a 18°C e ‘Cfa2”, superior a 18°C, (figura 3),
(Moreno, 1961). Segundo Justus (1986), podemos dividir o estado em quatro
provincias geomorfoldgicas (figura 4), planalto basdltico, depressdo central,
escudo cristalino e planicie costeira. Segundo a classificagdo proposta pelo projeto
Radambrasil, baseada em Ellenberg e Mueller-Dombois, sdo reconhecidos os tipos
vegetacionais do tipo vegetacdo florestal (floresta ombréfila densa, floresta
ombrofila mista, floresta estacional semidecidual, floresta estacional decidual),

vegetacdo nao florestal (savana, estepe, savana-estépica, formacdes pioneiras) e
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dreas de tensdo ecoldgica, conforme figura 5 (Veloso et al., 1991). Para o Rio
Grande do Sul sdo citadas por Carvalho-Okano (1992) seis espécies de Maytenus
(M. agquifolia, M. cassineformis, M. dasyclada, M. evonymoidis, M. boaria e M.
ilicifolia). O objetivo deste trabalho é determinar a ocorréncia de espécies deste

género dentro do Estado do Rio Grande do Sul e sua distribuicdo biogeografica.

2.Material e Métodos

Para revisdo em herbdarios foram coletadas as informagdes constantes nas fichas
das exsicatas, sendo elaborada uma ficha com informacdes da sigla do herbdrio de
procedéncia, nimero da exsicata, local e data de coleta, nome e nimero do coletor,
fenologia e outras observagdes. Os herbdrios revisados foram: Herbario BLA
(Fepagro — POA), Herbiario CNPO (EMBRAPA - Bagé), Herbario HAS (Fundagao
Zoobotanica — POA), Herbario HDCF (UFSM - Santa Maria), Herbario
HERBARA (URI - Erechim), Herbario HUCS (UCS - Caxias do Sul), Herbario
HURG (FURG - Rio Grande), Herbdrio ICN (UFRGS - POA), Herbario MPUC
(PUCRS - POA), Herbiario ANCHIETA (UNISINOS - Sao Leopoldo), Herbério
PEL (UFPEL - Pelotas), Herbario SMDB (UFSM - Santa Maria) e Herbario URG
(PUCRS - Uruguaiana). Realizaram-se saidas a campo, conferindo as informacdes
duvidosas, determinando acessos, marcando e identificando plantas e coletando
sementes para producdo de mudas e conservagido de Maytenus ilicifolia em area da
Universidade. Depois de obtidas as informag¢des elaboraram-se os mapas com a

distribuicao das espécies.

3.Resultados e discussdo

Para realizacdo dos estudos revisaram-se 310 exsicatas pertencentes a 13
Herbarios localizados no Estado do Rio Grande do Sul. Neste levantamento, além
das seis espécies de Maytenus citadas por Carvalho-Okano (1992), foram
encontradas trés novas espécies para o estado, sendo elas: M. glaucescens, M.
gonoclada e M. robusta. Estas trés espécies sdo citados por Carvalho-Okano
(1992), ocorrendo nos Estados do Parand, Santa Catarina, Sao Paulo e Rio de

Janeiro. Apesar da limitacdo das informacdes obtidas em herbdrios, verificou-se
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que a distribuicdo destas espécies ndo ocorre de maneira similar, algumas espécies
sdo de ocorréncia mais restrita, como M. evonymoidis, M. gonoclada, M.
glaucescens e M. robusta, enquanto outras como M. aquifolia, M. dasyclada e M.
ilicifolia, apresentam uma ampla distribui¢do pelo estado. A distribuicdo pode ser
acompanhada com mapa das Regides Agroecoldgicas do Estado do Rio Grande do
Sul (Figura 2).Neste levantamento foram encontradas plantas de M. cassineformis
nas regides 1,2,3,4,5 e 6, percebendo-se uma certa correlacdo com regides de
clima do tipo Cfa, sendo que M. boaria teve ocorréncia nas regides 7 e 9 que
apresenta predominantemente clima do tipo Cfb. M. ilicifolia apresentou uma
ampla distribuicdo no estado com excecdo do litoral, o que ja era esperado pela
sua ocorréncia em outras regides do Brasil e Uruguai. M. dasyclada apresentou
também uma ampla distribuicdo, porém, é encontrada junto a vegetacdo do tipo
florestal (Figura 5), estando predominantemente na borda ou interior das matas.
M. aquifolia apresenta uma ampla distribuicdo na regido norte do estado, pois
ocorre em diversas regides do Brasil, mas deve ser uma espécie pouco comum no
estado pois apresenta poucas exsicatas nos herbarios. As demais espécies
apresentam uma distribuicdo restrita, sendo encontrada M. evonymoidis na regido
2, M. gonoclada nas regides 2 e 7, M. glaucescens na regido 8 e M. robusta na
regido 2. Porém, deve-se levar em conta que estas espécies, por despertarem até o
momento pouco interesse, apresentam uma quantidade restrita de material nos
herbarios. Um levantamento mais profundo e completo é de grande importéancia,
pois as informacdes sobre as diversas espécies de Maytenus ainda sdo restritas,
tendo em vista o enorme potencial farmacolégico destas espécies. Além destes
estudos estdo sendo realizadas coletas de sementes, especialmente Maytenus
ilicifolia para formacao de um banco de germoplasma, que atualmente jd conta
com sementes e mudas de 68 plantas matrizes que estdo sendo mantidas em area
da Universidade Regional Integrada do Alto Uruguai e das Missdes, campus de

Erechim.
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RESUMO

A flora brasileira possui uma grande biodiversidade e um potencial imenso para estudo e
descoberta de novos fitoterapicos. Maytenus ilicifolia ¢ uma planta medicinal bastante utilizada
na regido sul do Brasil. Estudos realizados com extratos de folhas de espinheira santa
comprovaram seu efeito antiulcerogénico. O objetivo deste estudo foi determinar a variabilidade
genética intra e interpopulacional em trés populagdes de Maytenus ilicifolia visando a
conservacao genética desta espécie, que se encontra ameacada pela grande acdo antrdpica que
vem sofrendo. Para isto, foram utilizados marcadores RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNA) em 30 amostras de plantas de cada uma das trés populagdes coletadas aleatoriamente na
regido do Alto Uruguai Gatdcho. Foram selecionados 14 primers com média de 10,9 fragmentos
cada, o que gerou 158 bandas analisadas, sendo 71,5% delas polimdrficas. O polimorfismo
encontrado nas populacdes variou de 53,5% a 62% e o indice de similaridade ficou entre 0,71 e
0,90 para populagdo do municipio de Bardo de Cotegipe, 0,69 e 0,98 para Erechim e 0,67 e 0,87
para Sdo José. A variincia intrapopulacional (0,102 a 0,140) foi superior aquela observada entre
populacdes (0,076 a 0,099). A andlise de agrupamentos permitiu separar as tr€s populacoes,
porém com significancia menores que 40%. A freqiiéncia alélica das populacdes demonstrou
28,48% alelos idénticos, 39,6% com diferenca de freqiiéncia menor que 50% e 31,9 com
diferenca de freqii€ncia superior a 50%. Além disto, 7,6 % dos alelos encontraram-se ausentes
em pelo menos uma das populagdes. Apesar da proximidade genética entre as populacoes,
separadas com um baixo valor de significancia, apontar para realizagio de coletas em um menor
nimero de populacdes, € um maior nimero de individuos por populacdo, a presenca de alelos
raros nas populacdes indica a necessidade de coletas nas diferentes populagdes na regido para

que estes alelos sejam resgatados e preservados.

Palavras-chave: Espinheira Santa, Maytenus ilicifolia, RAPD, Variabilidade Genética,

Conservacdo da Natureza.
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INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais no Brasil € intenso, especialmente pelas populagdes
de menor renda, sdo usadas tanto plantas exdticas introduzidas pelos imigrantes, bem
como plantas nativas.

A flora brasileira possui uma grande biodiversidade, e um grande potencial
para estudo e descoberta de novos fitoterdpicos. Entretanto, o pouco conhecimento e o
mau uso dos recursos naturais tem levado diversas espécies a serem incluidas em listas
de espécies ameacadas de extin¢do. A acdo antrdpica, bem como a fragmentacdo dos
ecossistemas pode provocar a diminui¢do do fluxo génico e aumento da endogamia e
conseqiientemente a diminui¢do da variabilidade genética (1).

O género Maytenus pertence a familia Celastraceae, possuindo diversas espécies
de uso medicinal em vdrios paises, sobressaindo-se M. chubutensis no Chile, M.
horrida no Paraguai, M. krukovii e a M. macrocarpa no Peru e Equador, M. diversifolia
e M. emarginata em Taiwan, M. rothiana na India, M. mosasmbicensis em
Mocambique, M. senegalensis na Tanzénia e M. canariensis nas Ilhas Candrias, entre
outras.

No Brasil, as duas espécies do género utilizadas na medicina popular sdo M.
ilicifolia e M. aquifolia. Devido a sua semelhanca morfolégica estas espécies sdo
freqlientemente confundidas. M. ilicifolia ¢ um subarbusto, ramificado desde a base,
medindo cerca de 5,0 m de altura, os ramos glabros sio tetra ou multicarenados e as
folhas s@o coridceas, glabras com margem inteira ou com espinhos de 1 a vérios (2).
Através de observagdes, Carvalho-Okano (2) sugere que devido a reducdo dos 6rgdos
reprodutivos, ora do gineceu, ora do androceu, possa estar havendo uma tendéncia de
transicdo da bissexualidade para unixessualidade das flores em individuos desta
espécie.

Maytenus ilicifolia Mart. ex Reiss, ¢ uma das poucas espécies brasileiras com
estudos quimicos e farmacoldgicos. Estudos realizados com extratos de folhas de M.
ilicifolia comprovaram seu efeito antiulcerogénico (3, 4, 8), analgésico (5), antitumoral
(6), e abortivo (7).

Carvalho-Okano (2), identificou a regido sudeste como o centro primdrio de
diversidade especifica de Maytenus no Brasil, por abrigar o maior niimero de espécies.

Porém a distribuicao geografica de Maytenus ilicifolia se d4 prioritariamente na regiao
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sul do Brasil (Parand, Santa Catarina e Rio Grande do Sul), habitando
preferencialmente o sub-bosque de floresta ou as margens de rios. A autora também
menciona ndo ter encontrado material em herbdrios de Sdo Paulo e Mato Grosso do
Sul, onde a ocorréncia seria rara.

Siqueira (9) revisando 63 levantamentos de ocorréncia na literatura em
componentes arboreos da Mata Atlantica ndo encontrou nenhum relato de Maytenus
ilicifolia, demonstrando a ocorréncia pouco freqiiente desta espécie, sendo por vezes
superada por espécies raras como o cedro.

A baixa freqiiéncia de ocorréncia, o intenso uso como fitoterdpico pela
populacdo e grande acdo antrdpica na regido de ocorréncia natural desta espécie tem
levado a degradacdo da mesma. Neste sentido estudos genéticos sdo de fundamental
importancia para manejo e conservacdo desta espécie. O uso de marcadores
moleculares é uma poderosa ferramenta no estudo genético de populagdes, sendo o
RAPD (Random Amplified polymorphic DNA) adequado para andlise de diversidade
genética em populagdes naturais de espécies al6gamas (10).

Até o momento poucos estudos foram realizados, Bittencourt (11) estudou a
variabilidade genética de duas populacdes de Maytenus ilicifolia no Parand com o uso
de marcadores moleculares (RAPD) e Perecin (12), com o uso de marcadores
bioquimicos (isoenzimas) estudou a diversidade genética em cinco populacdes de
Maytenus aquifolia no estado de Sdo Paulo e uma populacao de Maytenus ilicifolia de
Santa Catarina.

Este trabalho tem como objetivo analisar a variabilidade genética
intrapopulacional e interpopulacional, com o uso de marcadores moleculares (RAPD),
em trés populacdes nativas de Maytenus ilicifolia localizadas dentro de uma mesma

regido agroecoldgica no norte do Rio Grande do Sul.

MATERIAL E METODOS

Material biolégico. No presente trabalho foram analisadas trés populacdes nativas de
Espinheira Santa (Maytenus ilicifolia), oriundas dos municipios de Erechim, Bardo de
Cotegipe e Sao José, norte do estado do Rio Grande do Sul , Brasil (Tabela 1). Para fins
deste trabalho foi considerada como populagio o grupo de plantas isoladas geograficamente.

Cada populagdo foi representada por 30 plantas adultas coletadas aleatoriamente e
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representando toda a drea amostrada. A distincia minima entre duas plantas foi de dez
metros. As folhas coletadas foram imediatamente colocadas em nitrogénio liquido, e

posteriormente, armazenadas em freezer a - 80°C até a extracdo do DNA.

Tabela 1. Coordenadas e distdncia (m) das populacdes de Maytenus ilicifolia nos

municipios de ocorréncia.

Local Coordenadas Distancia (m)
Erechim Bardo de Cotegipe | Sao José
Erechim S 28° 387300 - - -
W52° 17°500
Bardo de Cotegipe S 27° 34.352 19.360 - -
W 52°20.892°
Sao José S 27°32.454° 22.535 3.367 -
W 52°20.892°

Extracao de DNA. Para o isolamento de DNA total de cada planta foi utilizado o
método descrito por Doyle e Doyle (13) modificado para uso em Espinheira Santa (11). O
processo basico consiste em: maceracdo de aproximadamente 150 mg de folhas em
nitrogénio liquido; adi¢do de 750ul de tampdo de extracdo (2% CTAB, 1,4M NaCl, 20mM
EDTA, 100mM Tris-HCI pH 8,0, 0,2% 2-Mercaptoetanol, 0,01% Proteinase K, 1% PVP);
manuten¢do em banho-maria por 45 min. a 65°C; duas desproteinizacdes com 1 volume
cloroférmio - dlcool isoamilico (24:1) até limpeza total do DNA; precipitacdo com 2/3
volume de isopropanol e duas lavagens com 1000pl etanol 70%; ressuspensao em 150pl de
TE (Trisma:EDTA-10:1); quantificacdo em espectrofotometro UV a 260nm e confirmagio
da integridade e pureza em espectrofotometro UV a 280nm e em gel de agarose 0,8%.

Reacio de amplificacdo de RAPD. Foi utilizada a reacdo descrita por Williams et
al. (14), com algumas modificacdes. Em um volume total de 25 pl: tampao de reacdo (50
mM Tris-HCI pH 9,0; 50 mM KCI), dNTPs (200mM de cada), 0,2 mM de primer, 3 mM
de MgCl,, 0,25 mM de Triton-X-100, 1,5 U de Tag DNA polimerase Gibco BRL e
aproximadamente 40ng de DNA.
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Primers de RAPD. Foram utilizados os kits OPA, OPB, OPD, OPF, OPH, OPW e
OPY da Operon Technologies, com 20 primers cada um, visando identificar os que
apresentam os melhores resultados em espinheira santa, avaliando-se a quantidade de
bandas produzidas, a intensidade destas, a sua repetibilidade e o polimorfismo gerado pelas
mesmas.

Amplificacio de RAPD. A amplificagdo foi realizada em termociclador MJ
Research INC. O processo de amplificacdo foi baseado na seguinte seqiiéncia: 3 min a
92°C, 40 ciclos de 1 min a 92°C, 1 min a 35°C e 2 min a 72°C. Apés, 3 min a 72°C e
resfriamento a 4°C até a retirada das amostras.

Anadlise eletroforética dos fragmentos amplificados. A separagdo eletroforética
foi realizada em gel de agarose 1,4% em tampao TBE 1X (0,089M Trisma, 0,089M Acido
borico e 0,008M EDTA) em cuba de eletroforese horizontal. A corrida foi efetuada com
voltagem constante de 90Volts. Como marcador de peso molecular foi utilizado DNA
Ladder 100bp da Gibco BRL. A visualizag¢do dos fragmentos foi realizada com brometo de
etidio e a observacdo feita sob luz ultravioleta. Os géis foram fotografados pelo sistema
fotogréfico digital GEL-PRO.

Anadlise dos dados. Na determinagdo da variabilidade genética, os dados obtidos
através da determinacio da presenga ou auséncia de bandas formaram uma matriz que foi
analisada com auxilio do programa computacional NTSYS versdo 1.7 (Numerical
Taxonomy System of Multivariate Analysis System). Os dendogramas foram construidos
pelo algoritmo UPGMA (Unweighted Pair Group Method Using Arithmetic Averages),
desenvolvido por Sokal e Michener (15), utilizando-se o coeficiente de similaridade de
Jaccard. Os limites de confianca dos agrupamentos formados foram calculados pela
randomizacdo de 100 amostragens dos resultados usando o programa Winboot (16). A
frequéncia alélica foi determinada pelo percentual de fragmentos presentes em relagdo ao
total das 30 plantas analisadas em cada populacdo, comparando-se cada alelo nas trés

populagdes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No estudo da variabilidade intra e interpopulacional nas trés populacdes
foram utilizados 14 primers da Operon Technologies (Tabela 2). Os primers

utilizados foram selecionados de um total de 140 primers decaméricos dos kits
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OPA, OPB, OPD, OPF, OPH, OPW e OPY. A selecdo dos primers foi baseada na
quantidade, intensidade e a repetibilidade dos fragmentos amplificados e
resultados obtidos por Bittencourt (11). Considerando que a amplificacdo de
fragmentos pode ser afetada por fatores como concentragdo dos componentes da
reacdo e diferentes condi¢cdes dos ciclos de amplificacdo (17, 18), foram
consideradas, para fim de avaliacdo, unicamente os fragmentos amplificados que
apresentaram alta intensidade e reprodutibilidade, determinados por trés repeti¢des
de amplificacao.

Levando em consideracdo dos 90 individuos estudados foi identificado um
total de 158 fragmentos, sendo que destes, 113 (71,52%) mostraram-se
polimérficos. Nos 30 representantes de cada populacao, considerados para fins de
analise, foram considerados 155 fragmentos para a populacdo Erechim, 154 para
Barao de Cotegipe e 150 para Sdo José (Tabela 2). Os fragmentos amplificados
apresentavam entre 50 e 2200 bp. O nimero médio de fragmentos por primer foi
de 10,9, sendo de 11,1, 11,0 e 10,7 nas plantas das populagdes oriundas de
Erechim, Bardao de Cotegipe e Sdo José, respectivamente. O nimero médio de
fragmentos por primer foi relativamente baixo se comparado com o obtido por
Gauer e Cavalli-Molina (19) em llex paraguariensis A. St. Hil, e superior ao
encontrado por Bittencourt (11) em Maytenus ilicifolia de 7,42 bandas por primer.
Esta diferenca pode ser atribuida as condi¢cdes laboratoriais distintas, aos primers
utilizados, mas principalmente ao rigor estabelecido na escolha dos fragmentos
para andlise no presente estudo.

O polimorfismo encontrado nas popula¢des foi de 53,5% , 53,9% e 62%
para as populacdes Erechim, Bardo de Cotegipe e Sdo José, respectivamente
(Tabela 2). Os valores podem ser considerados baixos quando comparados com
outras espécies arboreas como Acdcia raddiana com 90,69% (20), Olea europaea
com 91,5% (21). A Figura 1 mostra a variabilidade observada dentro dos

representantes da populacdo de Erechim utilizando o primer OPFO1.

35



Tabela 2: Numero total e nimero de fragmentos polimoérficos obtidos em cada primer

utilizado nas trés populagdes analisadas.

Primer Seqiiéncia Total de fragmentos Fragmentos polimérficos
(5’ para 3°) Erechim Bardode SaoJosé Erechim Bardode SaoJosé
Cotegipe Cotegipe
OPA-01 CAGGCCCTTC 12 11 12 7 4 7
OPA-02 TGCCGAGCTG 13 13 13 9 9 8
OPA-08 GTGACGTAGG 11 11 12 8 10 10
OPA-09 GGGTAACGCC 11 11 11 8 9 10
OPB-03 CATCCCCCTG 11 11 10 8 8 10
OPB-07 GGTGACGCAG 9 9 9 6 6 8
OPD-20 ACCCGGTCAC 12 12 11 6 5 7
OPF-01 ACGGATCCTG 14 14 13 7 8 4
OPF-10 GGAAGCTTGG 12 12 11 4 4 3
OPH-08 GAAACACCCC 10 10 8 2 5 4
OPW-04 CAGAAGCGGA 14 14 15 6 4 8
OPW-08 GACTGCCTCT 11 11 11 7 6 7
OPY-11 AGACGATGGG 5 5 6 2 1 3
OPY-13 GGGTCTCGGT 10 10 8 3 4 4
TOTAL 155 154 150 83 83 93

% de Polimorfismo

53,5% 539%  62,0%
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Figura 1: Gel de agarose demonstrativo, obtido com o primer OPF 01 na populagéo

Erechim.

O indice de similaridade (coeficiente de Jaccard) entre as plantas representantes da
populacdo Bardo de Cotegipe variou entre 0,71 e 0,90 com média de 0,78, na populacdo de
Erechim 0,69 e 0,98 com média de 0,79 e Sdo José 0,67 e 0,87 com média de 0,76 (Tabela 3).

A alta variabilidade intrapopulacional em M. ilicifolia foi também constatada por
Bittencourt (11) estudando duas popula¢des do Parana. Entretanto, a amplitude de variacao
dos indices de diversidade nas populacdes paranaenses mostrou-se maior do que os
detectados nas populagdes do RS. Este resultado pode estar relacionado ao nimero de
bandas utilizadas para andlise, sendo 52 (44 polimorficas) nas populagdes do Parand e 158
(113 polimérficas) nas populacdes do Rio Grande do Sul, ou um pool génico de formagao
mais amplo nas populacdes do Parand, por estarem mais proximas ao centro de origem.

Conforme Tabela 3, os indices de similaridade entre as popula¢Ges variaram de
0,62 a 0,87 com média de 0,72, assim como as amplitudes de variacdo, sdo ligeiramente
inferiores aos encontrados nos indices intrapopulacionais.

A variancia para cada uma das populacdes e entre as populacdes (Tabela 3),
demonstra que as variancias intrapopulacionais (0,102 a 0,140) sdo superiores as variancias
entre as populagdes (0,076 a 0,099), embora existam alelos presentes de forma diferencial
nas distintas populagdes que permitem a separagdo destas. Carvalho-Okano (2) sugere que
possa estar havendo uma tendéncia de transi¢do da bissexualidade para a unissexualidade

das flores e individuos desta espécie.
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Tabela 3. Similaridades intra e inter populacionais de Maytenus ilicifolia coletadas no Alto

Uruguai, RS.

Populagao Média Valor Valor  Varidncia Desvio *CV %
Minimo Madximo Padrdo
Bar@o de Cotegipe 0,78 0,71 0,90 0,107 0,0327 4,19
Erechim 0,79 0,69 0,98 0,140 0,0374 4,73
Sao José 0,76 0,67 0,87 0,102 0,0319 4,19
Bar@o de Cotegipe — Erechim 0,75 0,67 0,87 0,096 0,0310 4,13
Bar@o de Cotegipe — Sdo José 0,71 0,62 0,81 0,099 0,0315 4,44
Erechim — Sdo José 0,70 0,62 0,80 0,076 0,0276 3,94

* Coeficiente de Variacdo

O coeficiente de variagdo calculada entre as populagdes, mostrou maior
proximidade entre Erechim e Sao José (3,94) quando comparado com Erechim e Barfo de
Cotegipe (4,13) e Bardo de Cotegipe e Sdo José (4,44). Este resultado ndo pode ser
explicado pela distribui¢do geogréfica, uma vez que a populacido Erechim estd a 19,4 Km
de Bardo de Cotegipe e a 22,5 Km de Séo José, enquanto Bardo de Cotegipe estd a 3,4 Km
de Sao José.

A andlise de agrupamentos através do algoritmo UPGMA (Figura 2) permitiu
separar as 90 plantas analisadas em trés grupos correspondentes a cada uma das
populacdes avaliadas, com excecdo de uma planta da populacdo Bardo de Cotegipe que
agrupou com a populacdo de Erechim. Porém os valores de significancia obtidos através de
andlise de bootstrap (16) sao baixos (inferiores a 40%) indicando que apesar da separacao,
as populacdes estdo bastante proximas. Os indices de confianca internos de cada grupo
formado sdo baixos, demonstrando ndo haver formacdo de sub-grupos dentro das
populacdes.

A andlise de coordenadas principais (PCO) usando distincias euclidianas mostrou
separacao entre as trés populagdes, onde 13,13% do total da variagcdo foi determinada pela
coordenada 1, 11,76%, pela coordenada 2 e 7,03% pela coordenada 3. As trés coordenadas
principais explicam somente 31,92% do evento, sendo necessdrio dez coordenadas para

explicar mais de 50% do evento.
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Dendrograma baseado em andlise de agrupamento (UPGMA) de estimativa de

Figura 2

similaridade genética (coeficiente de Jaccard) por RAPD.
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Considerando a freqii€ncia alélica das populacdes, 28,48% foram idénticos para as
trés populagdes e 39,6% apresentaram freqii€éncia com diferencas menores que 50% e
31,01% tiveram diferenca de freqiiéncia superior a 50%. A diferenca de freqii€ncia entre as
populagdes superior a 50%, confirma os resultados obtidos por Perecin (12) com o uso de
marcadores isoenzimaticos. As diferencas alélicas entre populagdes podem estar associadas
ao sistema reprodutivo da planta, a um fluxo génico relativamente baixo entre populagdes,
e a efeito fundador (12). Além disto foram encontrados 12 alelos (7,6%) que ndo estavam
presentes em pelo menos uma das populagdes. Cabe ressaltar a importancia da preservacao
dos fragmentos de matas, pois as populacdes contidas nestes fragmentos contém alelos
raros, que com a agdo antropica (fragmentacdo dos ecossistemas, eliminacio da fauna que
ajuda na dispersdo das sementes, etc) tendem a ser perdidos.

Os resultados obtidos apontam para algumas consideragdes no que diz respeito a
conservagdo da base genética em Maytenus ilicifolia. Apesar da proximidade genética
entre as populagdes, separadas com um baixo valor de significancia apontar para realizacio
de coletas em um menor niimero de populacdes, € um maior nimero de individuos por
populacdo, a presencga de alelos raros nas populagdes indica a necessidade de coletas nas
diferentes populacdes na regido para que estes alelos sejam resgatados e preservados. Cabe
ressaltar, que quaisquer medidas a serem tomadas no sentido da preservacdo de
germoplasmas ex-situ, ndo descartam a necessidade de conservagao in situ, a qual depende

do controle estrito da a¢do antrépica.
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RESUMO

O Objetivo deste trabalho foi analisar a variabilidade genética em dezoito populacdes de
M. ilicifolia, e representantes de M. aquifolia e M. evonymoidis, coletadas nos estados do
Mato Grosso do Sul, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul, utilizando marcadores
moleculares RAPD. Considerados todos os representantes das trés espécies, foram
identificados 263 fragmentos amplificados, dos quais 72,2% mostraram-se polimoérficos. O
indice de similaridade (coeficiente de Jaccard) foi em média de 0,64 entre M. ilicifolia e M.
aquifolia, de 0,47 entre M. ilicifolia e M. evonymoidis e de 0,44 entre M. aquifolia e M.
evonymoidis. A andlise de agrupamentos através do algoritmo UPGMA permitiu separar
claramente as trés espécies analisadas. Na determinacdo da variabilidade dentro de M.
ilicifolia foram identificadas 222 bandas, em média de 11,1 bandas por primer, sendo
43,2% polimérficas. O indice de similaridade (coeficiente de Jaccard) dentro dos bulks de
cada populagcdo em M. ilicifolia foi em média de 0,92, e indices de similaridade entre as
populacdes de 0,83. A andlise de agrupamentos através do algoritmo UPGMA e andlise de
coordenadas principais (PCO), permitiram separar as populacdes analisadas em trés
grupos, destacando as populacdes do sul do RS e a populagdo de MS das outras populacdes
avaliadas. Uma relagdo entre os agrupamentos encontrados e as caracteristicas

edafoclimaticas dos locais de coleta foi observada.

Palavras-chave: Espinheira Santa, Maytenus ilicifolia, RAPD, Variabilidade Genética,

Conservacao da Natureza.
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INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais no Brasil € intenso, especialmente pelas populagdes de
menor renda, pois a flora brasileira possui uma grande biodiversidade. No entanto, o pouco
conhecimento e mau uso dos recursos naturais tem levado a perda de populacdes, e vérias
plantas medicinais estdo incluidas em listas de espécies ameacgadas de extin¢cdo. O género
Maytenus pertence a familia Celastraceae, e possui diversas espécies utilizadas na
medicina popular nas mais diferentes regides do mundo.

No Brasil, as espécies Maytenus aquifolia e Maytenus ilicifolia sao utilizadas
popularmente para como antiespasmoédico, contraceptivo, antiulceroso, diurético,
cicatrizante e analgésico. Estudos realizados com animais em laboratério (1, 2),
comprovaram o efeito antiulcerogénico de M. aquifolia e M. ilicifolia, efeito este atribuido
ao aumento do volume e pH do suco gastrico (2), e suas atividade como antioxidante (3), e
efeito anti-séptico e cicatrizante (4, 5). Diversos compostos estdo presentes no extrato, tais
como fendis, taninos e terpenos (6).

Carvalho-Okano (7), identificou a regido sudeste como o centro primario de
diversidade especifica de Maytenus no Brasil, por abrigar o maior nimero de espécies.
Porém a distribuicio geogréfica atual de M. ilicifolia € prioritariamente na regido sul do
Brasil (Parand, Santa Catarina e Rio Grande do Sul); habitando preferencialmente o sub-
bosque de floresta ou as margens de rios. A autora também menciona ndo ter encontrado
material em herbarios de Sao Paulo e Mato Grosso do Sul, onde a ocorréncia seria rara.
Siqueira (8), revisando 63 levantamentos de ocorréncia na literatura em componentes
arbéreos da Mata Atlantica ndo encontrou nenhum relato de M. ilicifolia, demonstrando a
ocorréncia pouco frequente desta espécie, sendo por vezes superada por espécies raras
como o cedro.

A baixa frequéncia de ocorréncia, o intenso uso como fitoterdpico pela populacdo e
grande acdo antrépica na regido de ocorréncia natural desta espécie tem levado a
degradacdo da mesma. Neste sentido, estudos genéticos sdo de fundamental importancia
para manejo e conservagio desta espécie.

O uso de marcadores moleculares é uma poderosa ferramenta no estudo genético de
populacgdes, sendo o RAPD (Random Amplified polymorphic DNA) adequado para anélise
de diversidade genética em populagdes naturais de espécies aldgamas (9). Até o momento

poucos estudos de diversidade genética e quimica foram realizados em M. ilicifolia,
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Bittencourt (11) estudou com o uso de marcadores moleculares RAPD, a variabilidade
genética de duas populagdes de M. ilicifolia no Parand e Perecin (12, 13), empregando
marcadores bioquimicos (isoenzimas) estudou a diversidade genética em cinco populagdes
de M. aquifolia no estado de Sdo Paulo e uma populacdo de M. ilicifolia de Santa Catarina.

O presente trabalho teve como objetivo analisar utilizando marcadores moleculares
(RAPD) a variabilidade genética em 18 populacdes nativas de M. ilicifolia localizadas nos
estados do Mato Grosso do Sul, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul, com vistas a

contribuir na determinacdo de estratégias para conservacao da espécie.

MATERIAL E METODOS

As coletas das dezoito populacdes nativas de Espinheira Santa (Maytenus ilicifolia),
foram feitas em trés estados brasileiros: Mato Grosso do Sul , no municipio de Ponta Por4;
Parand, nos municipios de Lapa, Irati, Guarapuava e Mangueirinha no Parand; Santa
Catarina nos municipios de Lages, Sdo Joaquim e Cacador e Rio Grande do Sul nos
municipios de Santana do Livramento, Cangucu, Unistalda, Vale Verde, Soledade, Flores
da Cunha, Bom Jesus, Erechim, Bardo de Cotegipe e Sdo José (Figura 1). Foi considerada
como populacdo o grupo de plantas isoladas geograficamente. Cada populacdo foi
representada por 30 plantas adultas coletadas aleatoriamente em cada area. A distincia
minima entre duas plantas foi de 10 metros. Além da andlise genética em populacdes de M.
ilicifolia foram utilizadas para comparacdo interespecifica plantas de M. aquifolia e M.

evonymoidis.

Analise Genética

As folhas coletadas de cada planta separadamente foram identificadas e
imediatamente colocadas em nitrogénio liquido, e posteriormente, armazenadas em freezer
a - 80°C até a extragdo do DNA a qual ocorreu com a formagao de 3 bulks com 10 plantas

por populacio.
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Para o isolamento de DNA total foi utilizado o método descrito por Doyle e Doyle
(14) modificado para uso em Espinheira Santa (11). O processo bdsico consiste em:
maceracdo de aproximadamente 150 mg de folhas em nitrogénio liquido; adi¢do de 750ul
de tampdo de extracdo (2% CTAB, 1,4AM NaCl, 20mM EDTA, 100mM Tris-HCI pH 8,0,
0,2% 2-Mercaptoetanol, 0,01% Proteinase K, 1% PVP); manutencdo em banho-maria por
45 min. a 65°C; duas desproteinizagdes com 1 volume cloroférmio - dlcool isoamilico
(24:1) até limpeza total do DNA; precipitacio com 2/3 volume de isopropanol e duas
lavagens com 1000l etanol 70%; ressuspensdo em 150ul de TE (Trisma:EDTA - 10:1);
quantificagdo em espectrofotdmetro UV a 260nm e confirmagdo da integridade e pureza

em espectrofotometro UV a 280nm e em gel de agarose 0,8%.
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Figura 1. Locais de coleta das 18 populagdes de M. ilicifolia nos estados do Mato Grosso

do Sul, Santa Catarina, Parana e Rio Grande do Sul, Brasil.

As reacOes de amplificacdo de RAPD foram realizadas de acordo com Williams et
al. (15), com algumas modificagdes. Em um volume total de 25 pL: tampao de reacdo (50
mM Tris-HCI pH 9,0; 50 mM KCI), dNTPs (200mM de cada), 0,2 mM de primer, 3 mM
de MgCl,, 0,25 mM de TRITON e 1,5 U de Tag DNA polimerase Gibco BRL (Life
Technologies, Sao Paulo, Brasil) e 40-50ng de DNA.
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Para selecdao dos Primers foram utilizados os kits OPA, OPB, OPD, OPF, OPH,
OPW, OPF e OPY da Operon Technologies, contendo 20 primers cada um, visando
identificar os que apresentam os melhores resultados em espinheira santa, avaliando-se a
quantidade de bandas produzidas, a intensidade destas, a sua repetibilidade e o
polimorfismo gerado pelas mesmas.

A amplificag¢do foi realizada em termociclador (modelo PTC 100, MJ Research
INC., Watertown, MA). O processo de amplificacdo foi baseado na seguinte sequéncia: 3
min a 92°C, 40 ciclos de 1 min a 92°C, 1 min a 35°C e 2 min a 72°C. Apés, 3 min a 72°C e
resfriamento a 4°C até a retirada das amostras.

A separacgdo eletroforética foi realizada em gel de agarose 1,4% em tampio TBE
1X (0,089M Trisma, 0,089M Acido bérico e 0,008M EDTA) em cuba de eletroforese
horizontal. A corrida foi efetuada com voltagem constante de 90Volts. Como marcador de
peso molecular foi utilizado DNA Ladder 100bp da Gibco BRL. A visualizagdo dos
fragmentos foi realizada com brometo de etidio e a observagado feita sob luz ultravioleta.
Os géis foram fotografados pelo sistema fotografico digital GEL-PRO (Media Cybernetics,
Silver Spring, MD). Para cada primer analisado foram preparados 3 géis contendo 1 bulk
de cada populacao de M. ilicifolia junto com um representante das outras duas espécies.

A andlise dos dados foi realizada da seguinte forma: na determinagcdo da
variabilidade genética, os dados obtidos através da determinacdo da presenca ou auséncia
de bandas formaram uma matriz que foi analisada com auxilio do pacote estatistico
(MVSP) Os dendogramas foram construidos pelo algoritmo UPGMA (Unweighted Pair
Group Method Using Arithmetic Averages), desenvolvido por Sokal e Michener (16),
utilizando-se o coeficiente de similaridade de Jaccard. Os limites de confianca dos
agrupamentos formados foram calculados pela randomizacdo de 100 amostragens dos
resultados usando o programa Winboot (17). A andlise de coordenadas principais intra e

interespecifica foi analisada por MVSP.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No estudo da variabilidade foram utilizados 20 primers da Operon Technologies
(Tabela 1). Os primers utilizados foram selecionados de um total de 140 primers
decaméricos dos kits OPA, OPB, OPD, OPF, OPH, OPW e OPY. A selecdo dos primers
foi baseada na quantidade, intensidade e a repetibilidade dos fragmentos amplificados e
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resultados obtidos por Bittencourt (11). Tendo em vista que a amplificacdo de fragmentos
pode ser afetada por fatores como concentragdo dos componentes da reacdo e diferentes
condi¢des dos ciclos de amplificacio (18, 19), considerou-se para fim de avaliacdo
unicamente os fragmentos amplificados que apresentaram alta intensidade e

reprodutibilidade em trés repeti¢des de amplificacio.

Tabela 1: Numero total e nimero de fragmentos polimoérficos obtidos em cada primer

utilizado nas trés populagdes analisadas.

Primer Sequéncia Fragmentos Totais Fragmentos Especificos

(5’ para 3’ M. ilic M.aqui M. evon Poli M.ilic M. aqui M. evon

OPA-04 CAGGCCCTTC 12 6 8 12 1 1 -
OPA-08 GTGACGTAGG 8 6 6 11 3 1 3
OPA-09 GGGTAACGCC 9 5 4 8 3 - 1
OPA-11 CAATCGCCGT 16 11 10 11 4 - 1
OPA-19 CAAACGTCGG 9 4 8 9 3 1 2
OPB-07 GGTGACGCAG 13 9 9 12 3 1 2
OPB-11 GTAGACCCGT 15 9 10 14 4 - 1
OPB-12 CCTTGACGCA 8 4 7 10 1 1 2
OPB-13 TTCCCCCGCT 6 4 2 4 1 - -
OPD-20 ACCCGGTCAC 13 10 11 9 2 - 1
OPD-08 GTGTTGCCCA 13 13 9 8 2 - -
OPF-01 ACGGATCCTG 16 9 10 13 6 2 1
OPF-10 GGAAGCTTGG 11 10 8 11 1 - 4
OPH-03 AGACGTCCAC 12 9 9 7 2 - 2
OPW-08 GACTGCCTCT 8 6 6 6 3 1 1
OPW-16 CAGCCTACCA 9 7 5 12 2 - 4
OPY-08 AGGCAGAGCA 9 7 7 8 2 1 2
OPY-10 CAAACGTGGG 9 4 6 7 2 - -
OPY-13 GGGTCTCGGT 13 8 12 7 1 - -
OPY-18 GTGGAGTCAG 13 10 8 11 3 - 2
Total 222 158 155 190 49 9 27
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Na andlise dos bulks representantes de cada uma das 18 populagdes de Maytenus
ilicifolia, Maytenus aquifolia e Maytenus evonymoidis foram considerados 263 fragmentos
sendo destes 190 (72,2%) polimérficos e 73 (27,8%) monomoficos. Os fragmentos
amplificados apresentavam entre 100 e 2200 bp. A média de fragmentos amplificados por
primer foi de 13,15, resultado este superior ao encontrado na andlise intrapopulacional em
M. ilicifolia de 10,9 (20). Esta diferenca se deve a presenca de 41 (15,6%) bandas
caracteristicas de M. aquifolia e M. evonymoidis. O nimero médio de bandas obtido por
primer € superior ao encontrado por Bittencourt (11) em M. ilicifolia que foi 7,42 por
primer. Esta diferenca pode ser atribuida as condi¢Ges laboratoriais distintas, aos primers
utilizados e ao rigor estabelecido na escolha dos fragmentos para andlise.

Com relagdo a presenga e a ausé€ncia de bandas nas espécies, das 263 bandas
analisadas foram observadas 49 bandas (18,6%) com ocorréncia apenas em M. ilicifolia, 9
(3,4%) em M. aquifolia e 27 (10,3%) em M. evonymoidis. Tanto M. ilicifolia como M.
aquifolia sdo bastante utilizadas na medicina popular, e muitas vezes sdo confundidas
devido as semelhancas morfoldgicas entre elas (7). O baixo nimero de bandas especificas
para M. aquifolia confirma esta proximidade, mas abre a possibilidade de utilizacdo de

marcadores moleculares na identificacdo de misturas e adulteracdes.

O indice de similaridade (coeficiente de Jaccard) entre M. ilicifolia e M. aquifolia
variou entre 0,59 e 0,69 com média de 0,64, entre M. ilicifolia e M. evonymoidis foi de
0,43 a 0,50 com média de 0,47 e entre M. aquifolia e M. evonymoidis foi em média de
0,44. Conforme esperado os indices de similaridade entre as espécies foram inferiores aos

obtidos dentro da espécie (0,72 a 0,79) (20).

A andlise de agrupamentos através do algoritmo UPGMA (Figura 2) permitiu
separar claramente as espécies analisadas com 100% de confianga, sendo M. evonymoidis a
mais distante. A alta presenca de fragmentos compartilhados entre M. ilicifolia e M. aquifolia,
indica uma proximidade filogenética grande entre as espécies Da mesma forma, Perecin e
Kageyama (13) em estudos com isoenzimas constataram a presenca de muitos alelos
compartilhados entre M. ilicifolia e M. aquifolia e os autores sugerem a possibilidade de
que as espécies ndo estejam completamente isoladas reprodutivamente ou que este fato

ocorreu a um espaco de tempo ndo muito distante.
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Figura 2. Dendrograma de algumas populagdes de M. ilicifolia e das espécies M.
aquifolia e M. evonymoidis determinado por RAPD, usando coeficiente de Jaccard e

agrupamento UPGMA.

No estudo intra-especifico foram utilizados para a espécie Maytenus ilicifolia um
total de 540 individuos, sendo estes oriundos de 18 populagdes coletadas nos estados de
Mato Grosso do Sul (1), Parana (4), Santa Catarina (3) e Rio Grande do Sul (10).
Coletaram-se amostras de 30 individuos de cada populagcdo, formando 3 bulks de 10
individuos para cada populagdo.

Foram analisadas em M. ilicifolia 222 bandas provenientes de 20 primers, que
originaram, em média, 11,1 bandas por primer. Deste total, 126 (56,8%) foram
monomorficas e 96 (43,2%) polimoérficas. Como esperado, o nivel de polimorfismo foi
inferior ao encontrado em comparagdes interespecificas.

O indice de similaridade (coeficiente de Jaccard) dentro dos bulks de cada
populacao na espécie M. ilicifolia variou entre 0,87 e 0,96 com média de 0,92, e indices de
similaridade entre as populacdes variou de 0,83 a 0,91 com média de 0,83.

A andlise de agrupamentos através do algoritmo UPGMA (Figura 3) permitiu
caracterizar cada uma das populacdes, ji que os bulks internos permaneceram proximos e

se agrupam com indices de confianga médios de 88%. As 18 populacdes analisadas foram
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separadas em 3 grupos, porém com indices de confianca baixos. O grupo I foi formado
pela populagdo oriunda de Ponta Pora (MS), o grupo II, pelas populagdes de Santana do
Livramento, Vale Verde, Cangucu e Unistalda, todas da regido sul do Rio Grande do Sul, e
o grupo III pelas 13 populacdes restantes. A separacdo destes trés grupos foi confirmada
pela anélise de coordenadas principais (PCO), usando distancias euclidianas (Figura 4) na
qual também se observa uma tendéncia a separacdo entre a populacdo de Ponta Pord e das

populacgdes da regido sul do estado do Rio Grande do Sul.
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Figura 3. Dendrograma baseado em andlise de agrupamento (UPGMA) de estimativa de
similaridade genética (coeficiente de Jaccard) por RAPD em populagdes de Maytenus

ilicifolia.
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Figura 4. Andlise de Coordenadas Principais por distancia Euclidiana das 18 populacdes

de M. ilicifolia analisadas.

A comparacdo entre os agrupamentos obtidos pela andlise de marcadores
moleculares e o agrupamento das regides de coleta com base nas caracteristicas ambientais
(latitude, longitude, vegetacdo, temperatura média anual, clima (segundo classificacdo de
Koppen), geomorfologia e tipos de solo) (Figura 5) demonstrando que a separacdo dos
grupos corresponde a ambientes distintos.

As altas similaridades entre as populacdes e a baixa definicdo de grupos
corroboram com os resultados obtidos por Bittencourt (11). Isto pode estar relacionado
com o fato da regido sudeste ser o centro primdrio de diversidade especifica de Maytenus
sp., sendo que Maytenus ilicifolia tem ocorréncia preferencial no sub-bosque das florestas
de araucdria e as margens de rios (7) e nos agrupamentos arboreos (capdes) em regides de
estepes. A floresta de araucdria tem uma origem recente (2.500 a 4.000 anos) na regido sul
do Brasil (21), sendo portanto também recente a ocorréncia das espécies a ela relacionadas.

Mesmo com esta proximidade genética, percebe-se uma tendéncia de distanciamento e
isolamento da populagio de Ponta Pora, possivelmente influenciado por um efeito de fundador
e mantido pelo seu relativo isolamento das demais regides de ocorréncia da espécie. Na regido

sul, também ocorre uma tendéncia de agrupamento e distanciamento das populacdes de
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Santana do Livramento, Cangucu, Unistalda e Vila Verde, possivelmente devido a pressdo de
selecdo associada a diferencas climaticas e de vegetagdo. Considerando o centro de dispersao
da espécie, a regido sul corresponde a uma area marginal da distribuicdo, com ocupacgio de

novos ambientes, o que normalmente acarreta variacio das frequéncias alélicas.
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Figura 5. Agrupamento UPGMA com distincias Euclidianas das 18 populacdes
analisadas, com base em caracteristicas ambientais de cada local (latitude, longitude,
altitude, temperatura média anual, vegetacdo, classificacdo climdtica de Koppen,

geomorfologia e tipos de solo).

Os resultados obtidos permitem concluir que os marcadores moleculares RAPD sao
eficientes na diferenciacdo das espécies estudadas (M. ilicifolia, M. aquifolia e M.
evonymoidis) e no estudo da variabilidade genética em M. ilicifolia, mostrando elevada
similaridade genética nesta espécie, mas permitindo a separacdo das populacdes em grupos
de similaridade que por sua vez estdo relacionados com os distintos ambientes de
ocorréncia de M. ilicifolia, quais sejam os campos do sul do Brasil, a mata Atlantica e as

serras de Mato Grosso do Sul.
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RESUMO

A utilizacdo de plantas medicinais assume cada vez mais um papel importante na saide
publica, especialmente nos paises em desenvolvimento. Maytenus ilicifolia é uma planta
medicinal utilizada no Brasil devido ao seu efeito antiulcerogénico, dentre outros. Neste
trabalho, o 6leo essencial de Maytenus ilicifolia foi obtido via extragdo com CO, a alta
pressdo, avaliando-se o efeito da granulometria, vazdo, temperatura e pressdo sobre a
composi¢cdo quimica dos extratos. O extrato foi separado em cinco fragdes de acordo com a
quantidade de CO, (60, 120, 180, 240 e 480 g). O efeito dos tratamentos foi verificado pela
aplicagdo da andlise de variancia, complementado pelo teste Tukey (p=0.05). Os resultados
indicaram que o tamanho de particula da amostra e a vazdo do gis de arraste ndo
influenciaram no rendimento do extrato, entretanto detectou-se uma influéncia significativa
da temperatura e da densidade do solvente. Os extratos foram analisados por CG-EM onde
foram identificados: Fitol, Esqualeno, Vitamina E, Stigmast-5-en-3-ol, Friedelan-3-ol,

Friedelin, 4cido dodecandico e a geranil cetona.

Palavras chave : Maytenus ilicifolia, Extracio em alta pressdo, Andlise quimica,

Conservacio da Natureza.
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INTRODUCAO

O género Maytenus pertence a familia Celastraceae que engloba 55 géneros
compreendendo 850 espécies distribuidas nos trépicos e subtrépicos. Este género é um dos
maiores desta familia, onde 77 espécies sdo citadas para a flora Brasileira (1).

No Brasil, as espécies Maytenus aquifolia e Maytenus ilicifolia sdo utilizadas
intensamente na medicina popular, sendo conhecidas como Espinheira Santa, Cancerosa e
Cancarosa, dentre outras. Maytenus ilicifolia tem sua ocorréncia natural na regido Sul,
sendo utilizadas popularmente na forma de chd para problemas estomacais, gastrite e
ulcera. Souza-Formigori et al.(2), comprovaram o efeito antiulcerogénico de Maytenus
aquifolium e Maytenus ilicifolia, sendo que esta acdo parece estar relacionada basicamente
com duas classes de substancias: fendis e triterpenos, cujos teores ultrapassam a 1% na
planta (3,4). Os principios ativos 4-O-metilepigalocatequina, friedelina e friedelan-3-ol,
nestas espécies apresentaram comprovada atividade antitdlcera géstrica (5). A atividade
antiulcerogénica do extrato aquoso a quente (abafado) de Mayrenus ilicifolia e Maytenus
aquifolium foi confirmada em ensaios com ratos. Fragdes de extratos brutos ricos em
triterpenos do tipo friedelina e friedelan-3-ol apresentaram atividade superior a da
cimetidina, a principal droga sintética utilizada como antidcido (2,6).

Um aspecto importante quando se trata do emprego de extratos e/ou 6leos essenciais
de plantas em fitoterapia diz respeito a0 método de extracdo dos mesmos. E importante que
se disponha de uma metodologia que ndo altere propriedades originais dos extratos,
produza rendimentos brutos elevados e seja ambientalmente pouco agressivo, isto €, que
ndo produza elevado impacto ambiental (tecnologias limpas). Neste cendrio, a utilizacio
dos fluidos supercriticos (FSC), ocorre de uma forma extremamente vantajosa para a
utilizacdo como solventes, pois os mesmos combinam as propriedades das fases liquidas e
vapor. Os FSC possuem densidades proximas as dos liquidos (o que fortalece as suas
propriedades de solvente). Por outro lado, a viscosidade, a difusividade e a tensdo
superficial apresentam valores proximos aos do estado gasoso, o que torna as propriedades
de transporte bastante favoraveis ao processo de extragdo (7).

No processo de extracdo supercritica (ESC), o rendimento bruto é geralmente alto
quando comparado a processos convencionais; ndo hd retencdo de solvente nos sélidos,
pois ao se descomprimir o extrator qualquer vestigio de solvente é evaporado; o gés que

emana do separador praticamente ndo arrasta soluto devido ao seu baixo poder de
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solubilizacdo e o soluto é obtido com alto grau de pureza. Todas estas caracteristicas
apresentam-se atraentes na obtencdo de extratos de plantas medicinais (8). A escolha de
um solvente adequado em se tratando da utilizacdo da ESC de produtos naturais deve
atender alguns requisitos como: a facilidade de obtengcdo e armazenamento, baixa
temperatura critica (ndo degrada compostos termoldbeis), moderada pressdo critica
(baixando custos de bombeamento), ser inerte, nao toxico e nao inflamavel. O diéxido de
carbono atende a estas condi¢des e embora ndo seja um solvente poderoso, para compostos
de baixa volatilidade quando comparado aos solventes orgénicos, pode se tornar seletivo
pela manipulacdo da temperatura e pressao.

Catchpole (9) cita a utilizagdo do FSC como uma alternativa para obtencdo de
‘medicamentos” naturais, o di6xido de carbono € um solvente seletivo e pode ser utilizado
para obtencdo de componentes terapéuticos de interesse, sem o inconveniente de apresentar
residuos.

Este trabalho estuda o efeito da extracdo com CO; a alta pressdo na obtencdo de
extrato de folhas de Maytenus ilicifolia, como fonte de variacdo dos tratamentos foram
testados os efeitos de pressdo, temperatura, vazio e granulometria no rendimento bruto de
extrag@o e no comportamento de alguns compostos do extrato, dentre eles os triterpenos do

tipo friedelina e friedelan-3-ol.

MATERIAL E METODOS

Material Biolégico. As amostras de Maytenus ilicifolia Mart. Ex Reiss foram coletadas no
municipio de Erechim, Rio Grande do Sul, Brasil. As folhas coletadas de diversas plantas
foram secas em temperatura ambiente a sombra. Apds secas, foram moidas em moinho de
facas e homogeneizadas, permanecendo conservadas em ambiente inerte até o momento
das andlises. As extracOes foram realizadas com aproximadamente 25 g de folhas,
peneiradas e classificadas quanto a granulometria em peneiras da série Tyler. A andlise do
efeito da granulometria foi realizada utilizando trés classes: mesh 35 (material retido na
mesh 35), mesh 115 (material entre mesh 35 e 115) e mesh 200 (material retido entre mesh
115 e 200).

Equipamentos e Processo Experimental. Os experimentos foram realizados em uma
unidade experimental de bancada, utilizando CO, (White & Martins com 99,9% de pureza)

como solvente. A unidade experimental consiste, basicamente, de um cilindro de CO2,
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dois banhos termostaticos (Quimis), uma bomba de alta pressdo (ISCO 500 D), um extrator
encamisado com volume interno aproximado de 100 mL, um tubo coletor de vidro, uma
valvula micrométrica e um transdutor absoluto de pressao (Smar LD 301), conforme
esquematizado na Figura 1. As extracdes foram realizadas em triplicata com
aproximadamente 480 g de CO, divididas em cinco fra¢des (60, 120, 180, 240 e 480 g de
CO,). As temperaturas investigadas foram de 293 a 323°K, pressdes entre 100 e 250 bar,

vazdes entre 1 e 3 g de CO, min” e granulometrias de 35 a 200 mesh.
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Figura 1 - Unidade experimental de extragdo de alta pressdo. (A) cilindro de CO2; (B,H)
banhos termostaticos (Quimis) ; (C) bomba de alta pressdo (ISCO 500 D); (D) extrator
encamisado com volume interno aproximado de 100 mL; (E) tubo coletor de vidro, (F)

valvula micrométrica.

Analise Instrumental. Os extratos foram analisados por Cromatografia Gasosa acoplada a
espectrometria de massas CG-EM (Shimadzu, Modelo QP 5050A). Foi empregada uma
coluna capilar DB-5 (30 m x 0.25 mm de didmetro x 0.25 um de espessura do filme);
vazdo do gis de arraste (hélio) de 1,0 mL.min'l; detector em 1.0 Kv; modo split (1:10);
interface em 583°K; coluna com programacgdo: temperatura inicial de 338°K (3 min),
primeira rampa de aquecimento 3°K por min até 533°K, segunda rampa de aquecimento de
2.5°K por min até a temperatura final de 585°K (10 min) e tempo de corte do solvente de 4
min. Os extratos foram diluidos em 40.000 mg.L'1 em diclorometano (merck, bidestilado)
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sendo injetado um volume padrdo de 1 pL. Como padrdo interno foi utilizada bifenila na
concentragdo de 100 ppm. Os picos foram integrados no modo manual. A andlise foi
realizada comparando-se a area dos picos em relacdo ao padrdo interno ou através de
andlise semiquantitativa pela drea média dos picos, com relagdo ao padrdo interno.

A identificacdo dos compostos foi feita pela da comparagdo dos tempos de retengcdo
dos compostos padrdes(Sigma-Aldrich co): Fitol, Esqualeno, Vitamina E, Stigmast-5-en-3-
ol, Friedelan-3-ol e Friedelin, com aqueles presentes na amostra. Também foram
comparados, para fins de identificacio, os espectros de massas dos compostos padrdes, dos
compostos nas amostras e aqueles contidos na biblioteca do equipamento (Wiley), com
aproximadamente 170.000 espectros. O acido dodecandico e a geranil acetona foram
identificados exclusivamente através da biblioteca do sistema CG-EM. Os compostos
analisados encontram-se na Tabela 1.

As amostras foram injetadas em triplicata e a analise estatistica foi realizada através

de ANOVA complementado pelo teste Tukey (p=0.05) no programa Statistica 5.0.

Tabela 1 — Lista dos compostos selecionados para estudo, apds andlise por Cromatografia

Gasosa —EM acoplada a espectrometria de massas.

Grupos Compostos Férmula  Peso molecular Tempo de retengao
(g/mol) (min.)

Grupo | Geranil cetona C3H,0O 149 25.7
Fitol CyoH40O 296 497
Acido dodecanéico CisH340, 282 57.5

Grupo II Esqualeno Cs0Hsg 410 69.2
Vitamina E Cy9H500, 430 76.4
Stigmast-5-en-3-ol Cy9H500 414 80.6

Grupo I Friedelan-3-ol C30H5,0 428 84.8
friedelin C30H5QO 426 85.3
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Extracao por fluido supercritico (EFS). A Tabela 2 apresenta os resultados
obtidos das extracdes realizadas, foram avaliados os efeitos do tamanho de particula, vazdo
do solvente, densidade e temperatura, pode ser observado que a temperatura e a densidade
influenciaram positivamente no rendimento de extracdo, obtendo-se até 11.2 g de extrato
por Kg de amostra.

Inicialmente, foi avaliado o efeito do tamanho das particulas das amostras no
rendimento de extrato. Observaram-se rendimentos de extrato semelhantes entre as
amostras com as granulometrias de 35, 115 e 200 mesh, sendo estes de 1.07; 0.98 e 1.04 %

de extrato respectivamente, conforme observado na Tabela 2.

Tabela 2 — Resultados das extracdes realizadas em CO, alta pressio em Maytenus

ilicifolia.
Extracido Mesh Vazao T(°K) Pressao (bar) p Rendimento
g CO,.min™ g.cm” (%)
1 200 2 308 175 0.841 1.04
2 115 2 308 175 0.841 0.98
3 35 2 308 175 0.841 1.07
4 T* 1 308 175 0.841 1.04
5 T 3 308 175 0.841 1.08
6 T 2 308 175 0.841 1.02
7 T 2 293 100 0.855 0.70
8 T 2 323 250 0.835 1.11
9 T 2 323 100 0.408 0.16
10 T 2 293 250 0.964 0.83

(*) amostra sem fracionamento por tamanho de particula.

Alguns trabalhos da literatura (7,8,9), indicam um rendimento superior em amostras
com menor tamanho de particula, o que ndo foi observado neste estudo. Por outro lado,
Gaspar et al. (10), estudando o efeito do preparo de amostras de orégano no processo de

extracdo com CO,, constatou uma diferenca significativa no rendimento € na composicao
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do 6leo essencial em fungdo da granulometria, onde particulas menores apresentaram um
rendimento menor de 6leo essencial. Os autores argumentam que particulas com maior
drea superficial apresentam uma maior camada superficial e proporcionam um maior
rendimento; porém, um processo intenso de moagem pode levar a uma perda de dleo
essencial (11).

A Figura 2 apresenta também a influéncia da vazdo do fluido no processo
de extracdo, onde pode ser observado que as vazdes testadas (1, 2 e 3 g CO,.min™")
apresentaram um comportamento semelhante. Tal fato esta indicando que, dentro da faixa
de vazdes investigadas, o sistema esta em equilibrio termodinamico, o qual € influenciado
somente pela temperatura e pressdo de extracdo (12). A vazdo de CO; foi mantida em um
valor intermedidrio (2 g.min'l) para diminuir o tempo de extracdo e possibilitar uma
margem de seguranca para o sistema se encontrar em equilibrio. Uma vez que a
granulometria apresentou uma diferenca ndo significativa no rendimento de extragdo,
optou-se por trabalhar com a amostra em estado original, sem fraciona-la em tamanhos

especificos.

0,28

0,24

0,20

0,16

0,12

massa de extrato (g)

0.08 7 —~ 19 CO,.min™"

—— 2 g CO,.min™"
0,04 | —0— 3¢ CO,.min""

0,00
0 100 200 300 400 500

massa de CO, (g)

Figura 2 - Curvas de extragio com as diferentes vazdes testadas (1,2 e 3 g de CO,.min™).

Para avaliar o efeito da temperatura e pressdo (densidade) sobre o rendimento de
extragdo, a granulometria e a vazdo de CO, foram mantidas constantes. A Figura 3

apresenta o efeito da temperatura sobre o rendimento do extrato. Comparando as extragdes
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6, 7 e 8 (Tabela 2), onde a densidade se mantém praticamente constante p = (0,84 g.cm'3

observa-se um acréscimo no rendimento de extragdo a medida que a temperatura aumenta.
Tal fato € atribuido, principalmente ao aumento da pressdo de vapor dos compostos mais
volateis e semi-voldteis, aumento da difusdao da mistura e diminuicdo da viscosidade do
solvente. Estes que aumentam o rendimento de extracdo (13). O rendimento aumentou em
58 % com o incremento da temperatura em 30°K, mantida a densidade do solvente bastante
semelhante (p50,84g.cm"3), mostrando um incremento bastante significativo no rendimento
de extracdo com aumento da temperatura.

Comparando-se as extragdes 8 e 9 evidencia-se a influéncia da densidade no
rendimento do extrato (Figura 3), onde aumentando a densidade do solvente ocorre um
incremento na ordem de 600% no rendimento, tal fato ocorre devido a0 aumento muito
pronunciado no poder de solvatacdo (densidade) do fluido (Tabela 2). Comparando as
extragdes 7 e 10 observa-se um aumento menos significativo no rendimento do extrato,
fato este explicado pela menor diferenca de densidade entre as extracdes quando se
mantém a temperatura constante. Assim sendo, neste trabalho a temperatura e densidade
apresentam um efeito positivo no rendimento de extracdo, este efeito é normalmente
observado (13,14), sendo que para o extrato de Maytenus ilicifolia a densidade mostrou

exercer maior influéncia que a temperatura.
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Figura 3 - Curvas de extracdo em diferentes temperaturas e pressdes (densidades).
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Analise cromatografica dos extratos. Os extratos obtidos por ESC, foram analisados por
CG-EM determinando-se a area média dos picos dos compostos volateis e semi-volateis
selecionados, em relacdo ao padrdo interno (Figura 1). Como se observa na Tabela 1, os
oito compostos analisados foram divididos em trés grupos, sendo o primeiro grupo
formado por compostos de menor peso molecular (149 a 282), em um segundo grupo os
compostos de maior peso molecular (410 a 414) e em um terceiro grupo os triterpenos,
também de alto peso molecular (426 e 428), porém com estrutura diferente aos anteriores e
de grande importincia medicinal. Nos estudos de granulometria e vazdo, onde o
rendimento de extracdo foi bastante semelhante, as andlises foram realizadas baseadas na
area dos picos dos compostos em relagdo ao padrdo interno. Andlises semiquantitativas
foram utilizadas nos estudos da influéncia da temperatura e densidade, que apresentaram

significativas diferencas de rendimentos de extracao.
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Figura 4- Cromatograma de ion total do extrato de Maytenus ilicifolia obtido em fluido

supercritico (175 bar, 308°K).

A Tabela 3, apresenta os resultados da caracterizacdo quimica dos extratos obtidos

com CO, alta pressdo onde foi avaliada a influéncia da granulometria (extragdes 1, 2 e 3).
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Nesta tabela os compostos apresentam-se agrupados como discutido anteriormente. Pode
ser observado que particulas menores levaram a maiores concentracdes para 0s Compostos
dos grupos I e III, ndo havendo diferencga significativa para o grupo IL

A Tabela 4 apresenta a andlise de todos os compostos individualmente. Pode ser
observado que a geranil cetona e o stigamast-5-en-3-ol apresentaram melhores teores nas
granulometrias de 115 e 200 mesh, respectivamente. Como mencionado anteriormente,
estes resultados indicam o uso da amostra sem classificagdo por granulometria como a
melhor alternativa para estudo dos compostos de interesse. Na Tabela 3, pode também ser
observado que os compostos do grupo I e II encontram-se em maior concentra¢do nas
primeiras fracdes (até 120 g de CO,), enquanto que os compostos do grupo III tendem a
aumentar sua concentrag@o nas fragdes intermedidrias e finais (120~480 g de CO,). Coelho
et al. (12), observaram que os compostos com menor peso molecular sdo extraidos no
inicio do processo, isto ndo foi observado nos grupos I e II, possivelmente pelo fato das
condi¢Ges de extragdo (temperatura e densidade) serem elevadas. O mesmo ndo foi
observado para as substancias do grupo III que possivelmente tiveram seu comportamento
influenciado pela estrutura das moléculas, que apresentam densidade superior devido aos

seus anéis aromdticos (Figura 4).

Friedelan-3-ol Friedelin

Figura S - Estrutura dos compostos padrdes do grupo III (triterpenos).
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Tabela 3 — Resultados da andlise da ANOVA e teste Tukey para verificacdo da influéncia
do tamanho das particulas na distribuicao dos diferentes grupos de compostos analisados

no extrato de Maytenus ilicifolia.

Compostos  mesh Massa de CO2 (g)
60 120 180 240 480
Grupo I 35a 4.034° 2.182° 1.456° 0.868° 0.531¢
115b 2.355° 1.523° 0.885° 1117 0.686°
200b 3.650° 0.708° 0.640° 0.675° 0.691°
GrupoIl  35a 53.812° 37.955° 26.486° 12.939¢ 5.747°
115a 46.481° 37.364° 22.866° 25.366° 7.221°
200a 72.802° 21.750° 17.307° 19.427° 5.354°
Grupo Il 35a 4.348° 4.431° 6.597" 7.467* 5.855"
115b 4.512° 3.715° 4.441° 4.862° 4.652°
200b 3.367" 3.940™ 3.943% 6.005* 5.399%

Areas médias (n=3) dos picos em relacao ao padrao interno.
(-4 Médias com letras iguais na linha sdo estatisticamente semelhantes (p=0,05).
(a,b,c) Médias com letras iguais na coluna sdo estatisticamente semelhantes (p=0,05).

A Tabela 5, apresenta a influéncia da vazdo do solvente na concentracdo dos
compostos. Neste caso a vazio de 2 g.min" apresentou os melhores resultados para os
grupos Il e III e a vazdo de 1 g.min’l para o grupo I. Estes resultados indicam que
possivelmente esteja ocorrendo algum tipo de arraste para os compostos dos grupos II e III.
Estes resultados, em conjunto com os resultados de rendimento de extrato, onde ndao houve
diferenca significativa de rendimento, justificam, novamente a escolha da vazdo
intermedidria de 2 g.min"' para avaliar os demais efeitos (temperatura e Pressido). Observa-
se ainda na Tabela 5, a mesma tendéncia dos compostos pertencentes aos grupos I e II
apresentarem uma maior concentracio nas primeiras fragdes e os do grupo III nas ultimas
fracdes da extragdo foi novamente constatada. Esta observacdo estd baseada no fato dos
compostos dos grupos I e II ja terem sido extraidos em maior quantidade no inicio da
extragdo, o que possibilita uma maior concentracdo dos compostos do grupo III na fase
final. Similarmente ao apresentado para o efeito da granulometria a Tabela 6 apresenta a

distribuicao de todos os compostos analisados individualmente.
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Tabela 4 — Resultado da aplicacio de ANOVA e teste Tukey para verificacdo da

influéncia do tamanho das particulas na distribuicdo dos diferentes compostos analisados

no extrato.
Composto mesh MASSA (2CO2)
60 120 180 240 480
Geranil 35b 0.097* 0.048" 0.025° 0.013° 0.014°
Cetona 115a 0.114% 0.049° 0.022¢ 0.035° 0.014°
200b 0.137* 0.018° 0.022" 0.013¢ 0.005¢
Fitol 35a 3.490° 1.866° 1.266° 0.778¢ 0.495¢
115b 1.857* 1.253° 0.759° 0.948" 0.658°
200b 3.081° 0.620° 0.565° 0.621° 0.681°
Acido 35a 0.447* 0.268° 0.165° 0.077¢ 0.023¢
Dodecanéico  115b 0.383" 0.220° 0.103¢ 0.133¢ 0.014¢
200c 0.432° 0.059° 0.053° 0.041° 0.005°
Esqualeno 35a 36.109° 22.198" 13.593° 5.382¢ 2.417°
115a 31.167* 22211° 10.332° 13.514° 1.896°
200a 56.793" 7.103° 4,733 1.995™ 0.221¢
Vitamina E 35a 9.784* 8.226" 5.899° 2.779° 1.117°
115a 7.997° 7.358? 5.080° 4.873" 1.240°
200a 6.513* 5.877* 5.482° 6.540" 0.707°
Stimast-5-en-ol  35¢ 6.221° 5.957* 5.645 3.974" 1.896°
115b 6.526" 6.041* 5.855% 5.580" 3.506°
200a 7.461% 6.753" 5.316™ 8.692° 4.014°
Friedelan-3-0l  35a 2.183" 2.173° 3.484° 4.231° 3.358"
115b 2.484° 1.972° 2,516 2.807* 2.352°
200b 1.441° 2.054™ 2.116™ 3.070° 2.803*
Friedelin 35a 2.165° 2.258® 3.113® 3.237° 2.496™
115b 2.027° 1.743" 1.925° 2.055" 2.300°
200b 1.926™ 1.886" 1.827° 2.934 2.596™

Areas médias (n=3) dos picos em relagdo ao padrdo interno.
(*"<% Médias com letras iguais na linha sdo estatisticamente semelhantes (p=0,05).
(a,b,c) Médias com letras iguais na coluna sio estatisticamente semelhantes (p=0,05).
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Tabela 5 — Resultados de ANOVA e teste Tukey relativo a influéncia da vazao do solvente

da extracdo na distribui¢do dos diferentes grupos analisados no extrato.

Composto  Vazdo CO, MASSA (gCOy)
g.min’1
60 120 180 240 480
Grupo I la 3313 1.428 1.364 1.801° 2.696"
2b 2.509 1.616° 1.294° 1.338° 2.256
3¢ 2.354* 1.208° 1.174° 1.027° 1.353°
Grupo IT b 63.452°  29.964° 14.969¢ 17.767¢ 17.074¢
2a 51.619° 39.057° 31.433™ 25.549¢ 28.470"™
3a 57.146 37.188° 34.947% 26.081° 26.308™
Grupo IIT Ib 3.914 3.962 3.709" 6.593° 8.487°
2a 4.893° 4.177° 7.133° 6.524" 11.379*
3b 4.030° 4.428° 5.200° 6.109° 10.463"

Areas médias (n=3) dos picos em relacio ao padrao interno.

* b.c, d) Médias com letras iguais na linha sio estatisticamente semelhantes (p=0,05).

(a,b,c) Médias com letras iguais na coluna sdo estatisticamente semelhantes (p=0,05).

Os resultados da Tabela 7, mostram um efeito positivo da temperatura
sobre o rendimento dos compostos dos grupos I e III, sendo o incremento em torno
de 160 %. O grupo II ndo apresentou incremento significativo, porém, de acordo
com a Tabela 8 (analise dos comportamentos individuais), um incremento
significativo para a Vitamina E e para o Stigmast-5-en-3-ol foi observado. Tal fato
ndo ocorreu para o esqualeno, composto majoritdrio, este fato ocasionou uma
diferenca nfdo significativa para o grupo II. Pode ser notado que a maior
quantidade de compostos extraidos em todos os grupos situam-se nas 3 fracdes
iniciais (60 a 180 g CO,), as quais com 37,5% da massa de CO, utilizada, foram
extraidos cerca de 75, 90 e 60 % da massa total dos compostos analisados,

respectivamente.
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Tabela 6 — Resultados de ANOVA e teste Tukey sobre a influéncia da vazdo do solvente

da extracdo na distribui¢do dos diferentes compostos analisados no extrato.

Composto Vazao CO, MASSA (gCOy)
sl
g.min 60 120 180 240 480
Geranil la 0.168* 0.035° 0.017™ 0.016° 0.0096°
Cetona 2b 0.103* 0.040° 0.017° 0.012° 0.015°
3¢ 0.081* 0.031° 0.020° 0.016° 0.014°
Fitol la 2.649* 1.247° 1.307° 1.729° 2.646
2b 2.029* 1.381° 1.183° 1.258° 2.150°
3¢ 1.920* 1.021° 1.019° 0.931° 1.258°
Acido la 0.497* 0.146° 0.039° 0.055° 0.041°
Dodecandico 2a 0.377* 0.194° 0.094> 0.070° 0.091™
3a 0.353% 0.158° 0.134° 0.081° 0.081°
Esqualeno la 42.853* 12.107° 4.195° 3.439° 3.749°
2b 34.952° 22.048" 10.607° 7.610° 8.421°
3b 37.692* 18.559" 14.797° 9.486° 9.661°
Vitamina E 1b 12.927% 11.497% 4.954° 4.949° 4.647°
2a 10.901° 11.379* 11.814 8.435" 8.382°
3a 13.598* 12.599* 11.986* 7.900° 7.883°
Stimast-5-en-ol lab 7.671% 6.360™ 5.820° 9.378* 8.677"
2a 5.767° 5.900° 9.012° 9.503* 11.667*
3b 5.928¢ 6.029™ 8.164™ 8.694% 8.7623"
Friedelan-3-ol la 2.023° 2.194° 2.026° 3.565" 4.232°
2a 2.500° 2.330° 4.236" 3.328™ 5911°
3a 2.215° 2.462° 2.690° 3.261° 5.735°
Friedelin la 1.890™ 1.768° 1.683¢ 3.038° 4.255"
2a 2.393% 1.847° 2.897% 3.196° 5.468"
3a 1.815° 1.966" 2.510° 2.848° 4.728"

Areas médias (n=3) dos picos em relagdo ao padrao interno.

(a,b,c,d

) Médias com letras iguais na linha sfo estatisticamente semelhantes (p=0,05).

(a,b,c) Médias com letras iguais na coluna sdo estatisticamente semelhantes (p=0,05).
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Tabela 7 — Resultados da aplicacio da ANOVA e teste Tukey sobre a influéncia da
temperatura de extragdo na distribuicdo dos diferentes grupos analisados no extrato

(densidade constante em aproximadamente 0,84 g CO,/mL).

Composto  T(°K) MASSA (gCO»)
60 120 180 240 480
Grupo I 293¢ 7.225° 5.200° 1.372¢ 0.429°¢ 0.024¢
308" 8.320°" 4.881° 1.884¢ 1.461° 0.722°
323° 19.301° 5.998" 4778 3.744° 2.941°
Grupo 11 293" 138.269 128.754 50.832° 21.751 1.053°
308 171.170° 118.782° 45.767¢ 27.899% 9.110
323 240.573" 68.762° 35.083™ 18.733° 8.780°
GrupoIll 293¢ 11.370 10.513° 6.113" 2.971¢ 0.168°
308" 16.226" 12.614® 10.386™ 7.125% 3.641°
323 20.948" 16.557% 15.505 14.392° 13.004°

Meédias das andlises semiquantitativas (n=3) da massa em mg presente no extrato para cada
60 g de CO, utilizado na extragao.

* b.c, d) Médias com letras iguais na linha sio estatisticamente semelhantes (p=0,05).
(a,b,c) Médias com letras iguais na coluna sio estatisticamente semelhantes (p=0,05).

O efeito da densidade do solvente de extracdo, Tabela 9, foi a varidvel que
apresentou os resultados mais significativos. Este efeito foi observado em todos os
grupos, sendo cerca de 100, 300 e 900%, para os grupos I, II e III respectivamente.
Observa-se que o efeito positivo se intensifica para compostos de maior peso
molecular, como os triterpenos. Estudos realizados por Siméandi et al.(15),
constataram que a extracdo por FSC ¢ eficiente e seletiva para os triterpenos -amyrin
e B-sitosterol, quando comparado com a extra¢do por soxhlet. Neste mesmo trabalho
obteve incremento positivo na extracdo destes triterpenos com aumento da

temperatura e densidade do solvente supercritico.
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Tabela 8 — Resultados da andlise de ANOVA e teste Tukey sobre a influéncia da temperatura de extracdo na
distribui¢do dos compostos analisados no extrato (densidade constante em aproximadamente 0,84 g CO,/mL).

Composto T(°K) MASSA (gCO»)
60 120 180 240 480
Geranil 293a 0.320" 0.164° 0.033° 0.008° 0.0005°
Cetona 308a 0.341° 0.124° 0.025° 0.013° 0.005°
323a 0.482° 0.053° 0.026" 0.015° 0.006°
Fitol 293¢ 5.781° 4.251* 1.155° 0.370° 0.021°
308b 6.729" 4.170° 1.722° 1.373¢ 0.688°
323a 17.104° 5.725° 4.625 3.661% 2.905°
Acido 293a 1.124% 0.784° 0.183° 0.050° 0.003°
Dodecandico 308a 1.230° 0.587° 0.137° 0.075° 0.029°
323a 1.715 0.220° 0.128° 0.069° 0.030°
Esqualeno 293a 95.273° 81.936" 21.980° 7.179% 0.343°
308a 115.900° 66.585" 15.444° 8.310° 2.695°
323a 165.973" 25.017° 10.335™ 5.313" 2.135°
Vitamina E 293b 25.725% 29.919° 19.050° 8.204° 0.343°
308a 36.148° 34.366" 17.201° 9211 2.682¢
323ab  45.323° 23.005° 9.690° 4.983° 2.314°
Stimast-5-en-ol 293¢ 17.271° 16.898* 9.802° 6.368° 0.367°
308b 19.122° 17.831% 13.121% 10.378° 3.733¢
323a 29.276" 20.741° 15.058¢ 8.437¢ 3.331¢
Friedolean-3-0l 293¢ 6.457" 5.937° 3.748% 1.785% 0.0940°
308b 8.290" 7.037* 6.167% 3.634" 1.891°
323a 10.799* 8.902% 8.707% 8.167% 7.526°
Friedelin 293¢ 4912° 4576 2.366™ 1.186° 0.074°
308b 7.936" 5.577" 4.218™ 3.490™ 1.750°
323a 10.148* 7.656" 6.797° 6.225° 5.478°

Médias das andlises semiquantitativas (n=3) da massa em mg presente no extrato para cada
60 g de CO, utilizado na extracao.

(<9 Médias com letras iguais na linha sdo estatisticamente semelhantes (p=0,05).
(a,b,c) Médias com letras iguais na coluna sdo estatisticamente semelhantes (p=0,05).
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Tabela 9 — Resultados da andlise de ANOVA e teste Tukey sobre a influéncia da
densidade de extracdo na distribuicdo dos diferentes grupos analisados no extrato

(temperatura constante em aproximadamente 323°K).

Composto  Densidade MASSA (gCOy)
3
g.cm 60 120 180 240 480
Grupol  0.408° 2.532° 2.808* 2.838" 2.899* 2.909*
0.835° 19.301° 5.998° 5.778" 3.744° 2.941°
Grupo Il 0.408° 16.459* 7.260° 10.972* 13.960° 12.684°
0.835" 240.573" 68.762" 35.082° 18.733% 7.780°
Grupo Il 0.408" 2.676" 1.523 2.13* 1.821° 0.956"
0.835" 20.948° 16.557° 15.504° 14.392° 13.004°

Meédias das andlises semiquantitativas (n=3) da massa em mg presente no extrato para cada
60 g de CO, utilizado na extragdo.

* B¢, d) Médias com letras iguais na linha sdo estatisticamente semelhantes (p=0,05).
(a,b,c) Médias com letras iguais na coluna sao estatisticamente semelhantes (p=0,05).

Estudos realizados por Langas et al.(16), demonstraram ocorrer um incremento na
extragdo de friedolen-3-ol e friedelin em Maytenus ilicifolia com a utilizagdo de co-
solventes na EFS. Os autores citam uma baixa eficiéncia no processo de extracdo quando
ndo sdo utilizados co-solventes. Tal fato pode ter ocorrido em fun¢do da baixa densidade
do solvente na extragdo, pois a mesma ocorreu a 338°K e 80 bar em uma p de
aproximadamente 0,18 g.cm™. Na Tabela 10 (anilise dos compostos individualmente),
percebe-se que a geranil cetona, apresenta um maior rendimento na primeira fracdo mesmo
com baixa densidade do solvente, isto ocorre possivelmente pelo baixo peso molecular
deste composto. Neste contesto € possivel avaliar que com o aumento da temperatura e da
densidade, um incremento muito significativo para os triterpenos (friedolean-3-ol e
friedelin), compostos que sdo atribuidas propriedades medicinais (2,6), foi alcangado. Para
todos os grupos, percebe-se também que quando a extracdo ocorre a baixa densidade, a
quantidade de massa extraida de composto permanece constante em relacdo a quantidade
de CO, utilizado e, como esperado, quando a densidade do solvente aumenta 0os compostos

que sdo extraidos em maior quantidade.
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Tabela 10 — Resultados da andlise de ANOVA e teste Tukey sobre a influéncia da
densidade do solvente de extracdo na distribuicdo dos diferentes compostos analisados no

extrato (temperatura constante em aproximadamente 323°K).

Composto Densidade MASSA (£C0O»)
g em? 60 120 180 240 480
Geranil 0.408b 0.156 0.079" 0.057° 0.070" 0.033¢
Cetona 0.835a 0.482* 0.053° 0.025¢ 0.015% 0.006*
Fitol 0.408b 2.022° 2.451° 2.550" 2.583* 2.732°
0.835a 17.104° 5.725° 4.625™ 3.661° 2.905¢
Acido 0.408b 0.353* 0.278* 0.232° 0.245* 0.144
Dodecanéico 0.835a 1.715" 0.220° 0.128° 0.068" 0.030°
Esqualeno 0.408b 11.403° 5.121° 7.666" 10.323° 9.865"
0.835a 165.973* 25.017° 10.335° 5.313° 2.135°
Vitamina E 0.408b 2.333" 0.469* 1.436° 1.778° 1.425°
0.835a 45.323* 23.005" 9.690° 4.983° 2.314°
Stigmast- 5-en-3- 0.408b 2.723* 1.669" 1.870° 1.859° 1.393"
ol 0.835a 29.176° 20.741° 15.058¢ 8.437¢ 3.331°
Friedolean-3-0l  0.408b 1.663" 0.919* 1.250* 1.058° 0.525°
0.835a 10.799* 8.902% 8.707% 8.167° 7.526°
Friedelin 0.408b 1.013" 0.603* 0.880" 0.762° 0.431°
0.835a 10.1482% 7.655° 6.797™ 6.224" 5.478°

Meédias das andlises semiquantitativas (n=3) da massa em mg presente no extrato para cada
60 g de CO, utilizado na extragao.

* b-¢. 4y Médias com letras iguais na linha sdo estatisticamente semelhantes (p=0,05).
(a,b,c) Médias com letras iguais na coluna sao estatisticamente semelhantes (p=0,05).

Observa-se neste trabalho que o tamanho de particula e vazdo do solvente
apresentam pouca influéncia no rendimento de extracdo, entretanto a temperatura e
densidade influenciam no rendimento de extracdo em 58 e 600% respectivamente. Os
compostos dos grupos I e II estdo em concentracdes superiores nas primeiras fracdes (até

120 g de CO,) e os compostos do grupo III nas fracdes final, porém quando se leva em
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conta o rendimento do extrato, observa-se um maior rendimento de extracdo nas fracdes
iniciais, com 37.5% da massa total de solvente (120 g de CO,) obtém-se rendimentos de
75, 90 e 60% da massa total para os grupos LII e III, respectivamente. O incremento na
densidade de 100 e 300% para os grupos I e Il e de 900% para os triterpenos friedolean-3-
ol e friedelin do grupo III.
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RESUMO

Dezoito populacdes de Maytenus ilicifolia foram coletadas nos estados do Mato Grosso do
Sul, Parand, Santa Catarina e Rio Grande do Sul sendo analisadas quando a composicio
quimica dos seus Oleos essenciais. Os 6leos foram extraidos de folhas secas através de
fluido supercritico, nas condi¢des de temperatura (50°C), vazdo (2 g de CO,/min) e pressdo
de 175 bar. Os rendimentos das extragcdes variaram de 0,488 a 0,976 % (p/p). A anélise por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas dos extratos permitiu a
identificacdo positivamente de 10 compostos (limoneno, geranil acetato, dcido palmitico,
fitol, esqualeno, vitamina E, stigmasterol, friedelan-3-ol, friedelin, friedelan-3-one) e a
identificacdo através da biblioteca do massas oito compostos. As diferengas quantitativas
nas médias dos compostos identificados foram observadas entre populacdes avaliadas.
Apesar da alta variabilidade constatada dentro das populagdes, a andlise de agrupamentos
(UPGMA) dos dados permitiu a separagdo das populagdes em dois grupos. Nao foi
constatada uma relacdo entre os grupos formados e as caracteristicas ambientais dos locais
de coleta, o que pode ser indicativo de que as varidveis locais como microclima, insolacio,
condi¢des nutricionais do solo, posi¢do e idade da planta entre outros, possuem uma

influencia maior para os compostos analisados que as condicdes macroambientais.

Palavras-chave: Espinheira Santa, Maytenus ilicifolia, Cromatografia Gasosa,

Variabilidade Quimica, Conservagdo da Natureza.
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INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais no Brasil é intenso, especialmente pelas
populagdes de menor renda, pois a flora brasileira possui uma grande biodiversidade.
Entretanto, o pouco conhecimento e o mau uso dos recursos naturais tem levado a
perda de populagdes, e varias plantas medicinais estdo incluidas em listas de espécies
ameacadas de extingao.

Carvalho-Okano (1), identificou a regiao sudeste como o centro primario de
diversidade especifica de Maytenus no Brasil, por abrigar o maior ndmero de
espécies. Porém a distribuicio geogrifica atual de Maytenus ilicifolia ¢é
prioritariamente na regido sul do Brasil (Parand, Santa Catarina e Rio Grande do Sul),
habitando preferencialmente o sub-bosque de floresta ou as margens de rios.

No Brasil, as espécies Maytenus aquifolia e Maytenus ilicifolia sdo utilizadas
popularmente como antiespasmddico, contraceptivo, antiulceroso, diurético,
cicatrizante e analgésico. Estudos realizados com animais em laboratério (2, 3),
comprovaram o efeito antiulcerogénico do extrato abafado de Maytenus aquifolium e
Maytenus ilicifolia, efeito este atribuido ao aumento do volume e do pH do suco
géstrico (3), atividade anti-radicais livres de oxigénio (4), efeito anti-séptico e
cicatrizante (5, 6). Diversos compostos orgédnicos estdo presentes no extrato, tais
como fendis, taninos e terpenos (7). Alguns autores atribuem o efeito antiucerogénico
aos triterpenos e polifenois (8, 9, 10), pois eles possuem a capacidade de aumentar as
defesas do organismo, estimulando a sintese de mucos ou mantendo alta a
concentracdo de prostaglandim da mucosa géstrica (11). Esta afirmacdo foi contestada
por Queiroga em estudo realizado com alguns triterpenos (12).

Um aspecto importante quando se trata do emprego de extratos e/ou Oleos
essenciais de plantas em fitoterapia diz respeito ao método de extracdo dos mesmos.
E importante que o método empregado para extracdo nio altere as propriedades
originais dos extratos e, além disso, produza rendimentos elevados. Neste cendrio, a
utilizac@o dos fluidos supercriticos (FSC), mostra-se extremamente vantajosa, sendo
uma alternativa para obtencdo de produtos naturais, sem o inconveniente de produzir

residuos (13).
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A utilizacdo da cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG/EM), transforma o conjunto das duas técnicas na melhor ferramenta de separacdo
e identificacdo dos constituintes de uma mistura complexa (14). Alguns trabalhos ja
foram realizados em Maytenus ilicifolia com a utilizagdo destes equipamentos, dentre
estes podemos citar: a determinacdo de compostos farmacologicamente ativos em
cultura de tecidos de Maytenus ilicifolia (10), a andlise de friedelan-3-ol e friedelin
como marcadores na identificacdo de adulterantes em Maytenus ilicifolia e Maytenus
aquifolia (8), o efeito da fertilizac@o nas caracteristicas morfoldgicas e metabdlitos
secunddrio em Maytenus agquifolia (15), a andlise de terpendides de Maytenus
ilicifolia e Maytenus aquifolia (16), a avaliacdo da atividade antiulcerogénica de
friedelan-3B-ol e friedelin isolados de Maytenus ilicifolia.

Cordeiro (16) identificou em Maytenus ilicifolia, friedelin, friedelan-3-ol,
vitamina E, simiarenol, lupeol, lupenone, B-amydrin, [-sitosterol, stigmasterol,
campesterol, ergosterol, brassicasterol, esqualeno e dcido hexadecanoico, através do
acoplamento da cromatografia gasosa de alta resolugdo e espectrometria de massas.

Radomski (17), estudando uma populagdo de Maytenus ilicifolia no municipio
de Lapa no Parand, concluiu que a luminosidade foi o principal fator ambiental
responsdvel pelas diferencas observadas nas varidveis analisadas (solos,
luminosidade) em folhas e ramos de M. ilicifolia. O peso especifico de 100 folhas foi
maior nas plantas crescendo a pleno sol, enquanto que os teores foliares de N, K, B,
Si, P, Mn e Cu variaram entre os ambientes, principalmente em func@o da intensidade
luminosa. Os teores de polifendis totais, polifendis ndo tanantes e taninos variaram
entre os ambientes, sendo maiores nas plantas crescendo a pleno sol. O aumento na
concentracdo dos polifendis foi diretamente influenciado pelo aumento da intensidade
luminosa e pela disponibilidade de nutrientes do solo.

Considerando-se a caréncia de informacdes sobre a variabilidade quimica
entre populacdes de M. ilicifolia, o objetivo do presente trabalho foi comparar a
composicao quali-quantitativa dos 6leos essenciais de 18 populagcdes nativas de M.

ilicifolia representando uma ampla 4rea da distribui¢do natural da espécie.
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MATERIAL E METODOS:

As coletas das dezoito populacdes nativas de Espinheira Santa (Maytenus
ilicifolia), foram feitas em trés estados brasileiros: Mato Grosso do Sul , no municipio
de Ponta Pora; Parand, nos municipios de Lapa, Irati, Guarapuava e Mangueirinha no
Parand; Santa Catarina nos municipios de Lages, Sdo Joaquim e Cacador e Rio
Grande do Sul nos municipios de Santana do Livramento, Cangucu, Unistalda, Vale
Verde, Soledade, Flores da Cunha, Bom Jesus, Erechim, Bardo de Cotegipe e Sdo
José (Figura 1). Foi considerada como populacdo o grupo de plantas isoladas
geograficamente. Cada populagdo foi representada por 30 plantas adultas coletadas
aleatoriamente em toda a drea, com uma distdncia minima de 10 metros entre plantas.

As coletas correram durante os meses de inverno e em estigio de florescimento.
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Figura 1. Locais de coleta das 18 populacdes de Maytenus ilicifolia nos estados do Mato

Grosso do Sul, Santa Catarina, Parana e Rio Grande do Sul, Brasil.
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Extracao em Fluido Supercritico (EFS)

As folhas coletadas das 30 plantas de cada populagdo foram secas em
temperatura ambiente a sombra. Apds secas, foram preparadas trés amostras com
plantas (1 a 10, 11 a 20 e 21 a 30) por populacido. As amostras foram compostas com
25 g de folhas, sendo moidas em moinho de facas, homogeneizadas e peneiradas em
peneiras da série Tyler retirando-se as particulas com mais de 200mesh.

As extracdes foram realizadas através de fluido supercritico em uma unidade
experimental de bancada, utilizando CO, (White & Martins com 99,9% de pureza)
como solvente. Esta unidade experimental consiste, basicamente, de um cilindro de

CO2, dois banhos termostaticos (Quimis), uma bomba de alta pressdo (ISCO 500 D),

um extrator encamisado com volume interno aproximado de 100 mL, um tubo coletor
de vidro, uma valvula micrométrica e um transdutor absoluto de pressdo (Smar LD
301), conforme esquematizado na Figura 2.

As condicdes utilizadas para extracdo foram 175 bar, 50°C e vazdo de 2 g de
COy/min durante 90 minutos, o extrato foi coletado em uma dunica fracdo

permanecendo conservados em ambiente inerte até o momento das andlises.

Figura 2 - Unidade experimental de extragdo de alta pressdo. (A) cilindro de CO2; (B,H)

banhos termostaticos (Quimis); (C) bomba de alta pressao (ISCO 500 D); (D) extrator
encamisado com volume interno aproximado de 100 mL; (E) tubo coletor de vidro, (F)

valvula micrométrica.
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Analise instrumental

Os extratos foram analisados por Cromatografia Gasosa acoplada a
espectrometria de massas CG-EM (Shimadzu, Modelo QP 5050A). Foi empregada
uma coluna capilar DB-5 (30 m x 0,25 mm de didmetro x 0,25 um de espessura do
filme); vazdo do gds de arraste (hélio) de 0,8 mL.min'l; detector em 1,0 Kv; modo
split (1:20); injetor a 290°C e interface em 300°C. Programagio da temperatura
inicial 70°C (3 min); primeira rampa de aquecimento: 4°C/min até 260°C; segunda
rampa de aquecimento: 2,5°C/min até a temperatura final de 300°C permanecendo
por 23,5 min e um tempo de corte do solvente de 4 min. O tempo total de anélise foi
de 90. As amostras foram padronizadas em 40.000 mg.L"' em diclorometano (merck,
bidestilado) sendo o volume da injecdo padrio de 1 pL. Como padrdo interno foi
utilizada a bifenila na concentracdo de 100 mg.L™'. Os picos selecionados foram
integrados no modo manual.

A andlise quantitativa foi realizada pelo método da padronizagdo interna. Os

compostos para os quais ndo se dispunha de padrdo interno, foram semiquantificados
pela drea individual em relacdo ao padrao interno.
A identificacdo dos compostos foi feita pela comparagido dos tempos de retencdo dos
picos dos compostos na amostra com os tempos de retencdo dos compostos padrdes
(Sigma-Aldrich co). Também foi feita, para fins de identificacdo, a comparacdo dos
espectros de massas dos picos dos compostos na amostra, com aqueles armazenados
na biblioteca do sistema CG-EM com aproximadamente 170.000 espectros. Foram
considerados tentativamente identificados pela biblioteca do sistema GC-EM, aqueles
compostos para os quais ndo se dispunha de padrdes e com similaridade maior ou
igual a 90%.

As amostras foram injetadas em triplicata e a analise estatistica foi realizada
através de ANOVA (Tukey < 0.05) no programa Statistica 5.0. Os agrupamentos das
populacdes com base nos compostos voldteis e semi-voldteis analisados e o
agrupamento das regides com base nas caracteristicas ambientais (latitude, longitude,
vegetacdo, temperatura média anual, clima segundo classificacio de Koppen,
geomorfologia e tipos de solos) foi realizado com Cluster Analise no programa
Statistica 5.0, assim como a correlacio dos compostos com a caracterizagdo
ambiental.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dos rendimentos brutos obtidos das extracdes em fluido
supercritico variaram entre as 18 populagdes de Maytenus ilicifolia, de 0,976 %
para a populacdo de Erechim a 0,488% (p/p) na populagido de Sdo Joaquim, sendo
o rendimento médio de 0,704 % (Tabela 1). O rendimento de extrato (relacdo da
massa de extrato pela massa de amostra) apresenta diferenca significativa entre as
populagdes e chegou préoximo a 1% na populacdo de Erechim. Radomski (17)
constatou diferencas na composi¢do e peso especifico nas folhas de plantas
crescendo a pleno sol. Considerando-se que as amostras foram coletadas de
maneira aleatdria, este pode ser um dos fatores que influenciaram no rendimento
do extrato que apresentaram uma variacdo proxima a 100% entre as populacdes.

A andlise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(conforme cromatograma da figura 3), dos extratos obtidos por extracdo em fluido
supercritico permitiu a quantificacdo de 10 compostos, sendo estes: liloneno
(TR=8,2 min), geranil acetato (TR=25,1 min), 4cido palmitico (TR=37,2 min),
fitol (TR=40,8 min), esqualeno (TR=56,2 min), vitamina E (TR=62,9min),
stigmasterol (TR=67,2min), friedelan-3-ol (TR=72,3min), friedelin (TR=73,0min)
e friedelan-3-one (73,3min). Oito compostos na amostra nao puderam ser
identificados tentativamente pela biblioteca do sistema GC-EM por que, para cada
um deles, cinco ou mais compostos apresentaram possibilidades de identificacdo
muito proximas e todas superiores a 90%. Com certeza, pode-se afirmar apenas
que se trata de um &cido (TR=6,9 min), um éster (TR=46,3 min), um éter
(TR=58,5 min), trés hidrocarbonetos lineares (TR=61,9; 64,15 ¢ 66,3 min) e dois
triterpendides (TR=68,4 e 69, 0 min).

Cordeiro (16) utilizando cromatografia gasosa de alta resolucdo acoplado
ao espectometro de massa para andlise de extratos de Maytenus ilicifolia e
Maytenus aquifolia, também identificou nas amostras, friedelin, friedelan-3-ol,

vitamina E e stigmasterol.
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Tabela 1. Resultados dos rendimentos médios dos extratos obtidos em fluido supercritico

das 18 populagdes de M. ilicifolia e da andlise da ANOVA e teste Tukey.

Local Rendimento % (p/p)
Erechim 0,976"
Soledade 0,872%
Mangueirinha 0,796
Guarapuava 0,760™
Bom Jesus 0,748
Unistalda 0,748
Bardo de Cotegipe 0,720
Sao José 0,704>
Ponta Pora 0,696°¢
Irati 0,684
Lapa 0,672°
Santana do Livramento 0,660de
Vale Verde 0,648
Cangucu 0,648
Lages 0,636
Cacador 0,608
Flores da Cunha 0,592
Séo Joaquim 0,488d
Média Final 0,704

Areas médias (n=3) dos picos em relacio ao padrao interno.

(a,b,c,d

) Médias com letras iguais sdo estatisticamente semelhantes (p=0,05).
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Figura 3. Cromatograma de ion total do extrato de Maytenus ilicifolia obtido em
fluido supercritico do bulk 1 da populagdo de Erechim.

Picos no cromatograma: com padrdées o limoneno (2), geranil acetato (4), acido
palmitico (5), fitol (6), esqualeno (8), vitamina E (11), stigmasterol (14), friedelan-3-
ol (17), friedelin (18), friedelan-3-one (19) e como padrao interno a bifenila (3) e sem
padrdoes os 4cidos (1), éster (7), éter (9), hidrocarbonetos lineares (10,12,13) e

triterpendides (15,16).

As diferencas entre as concentracdes médias de cada composto identificado e
quantificado com padrdes, analisadas pelo teste de Tukey (p=0,05), mostrou haver
diferencas significativas na concentracdo dos compostos analisados entre as
populacdes (Tabela 2). As diferencas nas concentracdes destes variaram desde 2,7
vezes para o stigmasterol até 36 vezes para o dcido palmitico. A diferenca das
concentracdes da vitamina E (antioxidante), entre as populagdes de Mangueirinha e

Lages foi de 5,7 vezes (87,88 e 15,34 mg/g de extrato, respectivamente).
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Quanto aos triterpenos analisados (friedelan-3-ol, friedelin e friedelan-3-
one), classe de compostos ao qual € atribuida propriedade medicinal, também se
percebe grandes variacdes nas concentragdes destes compostos entre as
populacdes. Populacdes como Erechim, Bardo de Cotegipe e Bom Jesus
apresentaram respectivamente 28,56, 22,02 e 22,4 mg destes terpenos por grama
de extrato, enquanto as populagcdes de Sdo José, Cacador, Sdo Joaquim e Flores
da Cunha apresentaram concentracdes bem inferiores destes compostos, sendo de
9.7, 9,14, 8,67 e 7,76 mg destes terpenos por grama de extrato, respectivamente.
Observa-se também nado haver relagdo entre a concentragdo de esqualeno,
precursor dos triterpenos, e as concentracdes dos triterpenos analisados. Este
resultado € evidente quando se compara a populacdo de Bardo de Cotegipe com
alta concentracdo de triterpenos (22,02 mg/g de extrato) e de esqualeno (32,05
mg/g de extrato) e a populacdo de Bom Jesus com alta concentracdo de
triterpenos (22,4 mg/g de extrato) e baixa concentracdo de esqualeno (6,61 mg/g
de extrato).

A diferenca na concentracdo dos triterpenos entre populacdes préximas,
como Barao de Cotegipe (22,02 mg/g de extrato) e Sao José (9,7 mg/g de
extrato) pode ser considerada como indicativo de efeito ambiental sobre a
composicdo de quimica dos extratos de M. ilicifolia. Esta suposicdo ¢
corroborada pelos resultados obtidos por Pereira (1995) que constatou efeito da
adubacdo sobre a concentracdo de metabdlitos secundérios (fendis, friedelan-3-ol
e friedelin) em experimentos com M. ilicifolia.

Os dados quantitativos obtidos nas andlises quimicas foram utilizados para
o cdlculo de distincias Euclidianas médias e andlise de agrupamentos pelo
método UPGMA. Como pode ser observado na figura 4, as 18 populagdes foram
separadas em dois grupos. Um formado pelas populacdes de Barao de Cotegipe,
Irati, Lapa, Santana do Livramento e Bom Jesus, e o outro pelas populacdes de
Cangucu, Cacador, Ponta Pora, Lages, Flores da Cunha, Soledade, Unistalda, Sdo

Joaquim, Vale Verde, Guarapuava, Sdo José, Mangueirinha e Erechim.
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Os grupos formados pela andlise de agrupamentos baseada nos dados de
composicdo quimica das populacées ndo mostram relagdo com os agrupamentos
formados com base nas caracteristicas dos ambientes dos quais estas populacdes
foram coletadas (Figura 5). A andlise de agrupamentos das diferentes condig¢des
ambientais levando em consideracdo latitude, longitude, vegetacdo, temperatura
média anual, clima (segundo classificacdo de Koppen), geomorfologia e tipos de
solo, permitiu separar a regido de Ponta Porda no Mato Grosso do Sul e a regido ao
sul do Rio Grande do Sul (Santana do Livramento, Cangucu, Vale Verde,
Unistalda e Soledade), das demais regides correspondentes a mata atlantica e

planalto do Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Parana.

Distancia Euclideana

Barao de Cotegipe

Irati
Lapa
Sant. do Livramento
Bom Jesus
Cangucu
Cacador l_
Ponta Pora
Lages —
Flores da Cunha
Soledade
Unistalda
S&o Joaquim
Vale Verde
Guarapuavaf———
Sio0 José b———

Mangueirinha
Erechim

0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0 4,5

Figura 4. Agrupamento UPGMA com distancias Euclidianas da média dos trés bulks de 10

plantas de cada uma das 18 populacgdes, com base na composi¢do quimica analisada.
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Figura 5 : Agrupamento UPGMA com distancias Euclidianas das 18 populacdes analisadas,

com base em caracteristicas ambientais de cada local (latitude, longitude, altitude, temperatura

média anual, vegetagao, classificacdo climéatica de Koppen, geomorfologia e tipos de solo).

Também ndo houve agrupamento dos bulks dentro de cada populacao,
demonstrando que neste caso, as diferencas quimicas s@o maiores dentro das
populacdes do que entre populagdes.

Estes resultados indicam que as varidveis locais como microclima, insolacdo,
condi¢des nutricionais do solo, posi¢do e idade da folha, variabilidade genética dentro das
populagdes, dentre outros, possuem uma influencia maior para os compostos analisados
que as condi¢cdes macro-ambientais consideradas neste trabalho (latitude, longitude,
altitude, temperatura média anual, vegetacdo, classificacdo climatica de Koppen,
geomorfologia e tipos de solo).

Embora alguns autores ja tenham encontrado correlacdes entre agrupamentos
quimicos e genéticos em algumas plantas aromdticas e medicinais (18, 19), os
agrupamentos obtidos com base na composi¢do quimica ndo apresenta relacdo com os

grupos formados pela anélise genética (20) destas populacdes.
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CAPITULO 8:

DISCUSSOES GERAIS



8. DISCUSSOES GERAIS

A ag@o antrdpica sobre os ecossistemas como na utilizagdo de plantas com fins
medicinais, tém ocasionado uma grande degradacdo sobre as mesmas. Este fato, associado a
importancia medicinal que a espinheira—santa possui, tem levado esta a lista de espécies
ameacadas de extingdo. Maytenus ilicifolia atualmente encontra-se na lista da FAO (Food and
Agriculture Organization of the United Nations) como uma das espécies prioritdrias para
estudo e conservagdo na América do Sul. Neste sentido, o presente trabalho teve como
objetivos o estudo da ocorréncia e distribuicdo do género Maytenus no estado do Rio Grande
do Sul, a andlise da variabilidade genética intra e interpopulacional de Maytenus ilicifolia, e
determinacdo das melhores condi¢des de obtencdo de extrato via extracdo em fluido
supercritico e identificagdo e quantificacdo dos compostos volateis e semi-volateis para andlise
de diversidade quimica nestas populagdes nativas coletadas nos estados do Mato Grosso do
Sul, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul.

As informagdes sobre as diversas espécies de Maytenus ainda sdo restritas, tendo em
vista 0 enorme potencial farmacoldgico destas. Apds levantamento em 13 herbérios no estado
do Rio Grande do Sul foram encontradas trés novas espécies (M. glaucescens Reiss, M.
gonoclada Mart. e M. robusta Reiss.), para o estado do Rio Grande do Sul, ndo citadas por
Carvalho-Okano (M. Cassineformis Reiss., M. dasyclada Mart., M. evoymoidis Reiss., M.
boaria Mol., M. ilicifolia Mart ex Reiss. e M. aquifolia Mart). Verificou-se que a distribui¢ao
destas espécies ndo ocorre de maneira similar, algumas espécies sdo de ocorréncia mais
restrita, como M. evonymoidis, M. gonoclada, M. glaucescens e M. robusta, enquanto outras
como M. aquifolia, M. dasyclada e M. ilicifolia, apresentam uma ampla distribui¢do pelo
estado. M. ilicifolia apresentou distribui¢ao em todas as regides agroecoldgica do estado, com
excecdo do litoral.

No estudo da variabilidade genética intra e interpopulacional em Maytenus
ilicifolia Mart. ex Reiss, através de marcadores RAPD, em trés populacdes do Alto
Uruguai Gatcho verificou-se que o indice de similaridade (coeficiente de Jaccard) entre as
plantas representantes das populagcdes variou entre 0,69 e 0,98. Os indices de similaridade
entre estas populagdes variaram de 0,62 a 0,87 e assim como as amplitudes de variagdo,
sdo ligeiramente inferiores aos encontrados nos indices intrapopulacionais. A variabilidade
intrapopulacional em M. ilicifolia foi também constatada por Bittencourt (2000) em duas
populagdes do Parand. As varidncias intrapopulacionais (0,102 a 0,140) sdo superiores as

variancias entre as populacdes (0,076 a 0,099), embora existam alelos presentes de forma
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diferencial nas distintas populagdes que permitem a separacdo destas. Carvalho-Okano
(1992) sugere que possa estar havendo uma tendéncia de transi¢do da bissexualidade para a
unissexualidade das flores e individuos desta espécie, este fato poderia explicar os
resultados encontrados, pois em espécies didicas a taxa de recombinacdo é alta pela
fecundacdo cruzada. O coeficiente de variagdo calculada entre as populagdes, mostrou
maior proximidade entre Erechim e Sdo José (3,94) quando comparado com Erechim e
Bardo de Cotegipe (4,13) e Bardo de Cotegipe e Sao José (4,44). Este resultado ndo pode
ser explicado pela distribui¢do geografica, uma vez que a populacao Erechim estd a 19,4
Km de Bardo de Cotegipe e a 22,5 Km de Sdo José, enquanto Bardo de Cotegipe estd a 3,4
Km de Sédo José.

A andlise de agrupamentos através do algoritmo UPGMA permitiu separar as 90
plantas analisadas em trés grupos correspondentes a cada uma das populacdes avaliadas.
Porém com baixos valores de significincia, indicando que apesar da separagdo, as
populagdes estdo bastante proximas. Os indices de confianga internos demonstram nao
haver formacdo de subgrupos dentro das populagdes.

Considerando a frequéncia alélica das populacgdes, 28,48% foram idénticos para as trés
populacdes e 39,6% apresentaram frequéncia com diferencas menores que 50% e 31,01%
tiveram diferencga de frequéncia superior a 50%. A diferenca de freqii€ncia entre as populagdes
superiores a 50%, confirma os resultados obtidos por Perecin (2002) com o uso de marcadores
isoenzimaticos. As diferengas alélicas entre populagdes podem estar associadas ao sistema
reprodutivo da planta, a um fluxo génico relativamente baixo entre populagdes, e a efeito
fundador. Além disto foram encontrados 12 alelos (7,6%) que ndo estavam presentes em pelo
menos uma das populagdes. Cabe ressaltar a importancia da preservacio dos fragmentos de
matas, pois populacdes contidas nestes fragmentos possuem alelos raros, que com a agdo
antrépica (fragmentacdo dos ecossistemas, eliminacdo da fauna que ajuda na dispersdo das
sementes, etc), tendem a ser perdidos.

No estudo da variabilidade genérica em populagdes nativas de Maytenus ilicifolia,
foram analisados bulks representantes de cada uma das 18 populagdes de Maytenus ilicifolia,
Maytenus aquifolia e Maytenus evonymoidis.

O indice de similaridade (coeficiente de Jaccard) entre M. ilicifolia e M. aquifolia foi
em média de 0,64; entre M. ilicifolia e M. evonymoidis de 0,47 e entre M. aquifolia e M.
evonymoidis de 0,42. Conforme esperado os indices de similaridade entre as espécies foram

inferiores aos obtidos dentro da espécie (0,72 a 0,79).
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A andlise de agrupamentos através do algoritmo UPGMA permitiu separar claramente
as trés espécies analisadas sendo que M. ilicifolia e M. aquifolia permaneceram préximas
geneticamente, esta alta presenca de fragmentos compartilhados entre M. ilicifolia e M.
aquifolia, indicando uma proximidade filogenética grande entre as espécies. Perecin e
Kageyama (2002) em estudos com isoenzimas constataram resultados semelhantes e os autores
sugerem a possibilidade de que as espécies ndo estejam completamente isoladas
reprodutivamente ou que este fato ocorreu a um espaco de tempo ndo muito distante.

Nas populacdes de Maytenus ilicifolia a andlise de agrupamentos através do algoritmo
UPGMA permitiu caracterizar cada uma das populacdes ji que os bulks internos
permaneceram proximos, as 18 populagdes analisadas foram separadas em 3 grupos, porém
com baixos valores do indice de confianga. O grupo I foi formado pela populagio oriunda de
Ponta Pord (MS), o grupo II, pelas populacdes de Santana do Livramento, Vale Verde,
Cangucu e Unistalda, todas da regido sul do Rio Grande do Sul, e o grupo III pelas 13
populacdes restantes. A separacdo destes trés grupos foi confirmada pela andlise de
coordenadas principais (PCO) usando distancias euclidianas. A alta similaridade entre as
populacdes e a baixa definicdo de grupos corrobora com os resultados obtidos por Bittencourt
(2002). Isto pode estar relacionado com o fato da regido sudeste ser o centro primdrio de
diversidade especifica de Maytenus sp., sendo que Maytenus ilicifolia tem ocorréncia
preferencial no sub-bosque das florestas de araucdria e as margens de rios e nos agrupamentos
arbéreos (capdes) em regides de estepes. A floresta de araucdria tem uma origem recente
(2.500 a 4.000 anos) na regido sul do Brasil, sendo portanto também recente a ocorréncia das
espécies a ela relacionadas.

Observa-se semelhanca entre o agrupamento genético das populagdes e o agrupamento
ambiental das regides de coleta, elaborado com base nas caracteristicas ambientais como:
latitude, longitude, vegetacdo, temperatura média anual, clima (segundo classificacdo de
Koppen), geomorfologia e tipos de solo. Esta semelhanga pode ser um indicativo da influéncia
das condigdes ambientais na selecdo genética e no possivel distanciamento genético destas
populacdes das demais e também da existéncia de um certo isolamento destas populacdes.

No que diz respeito a conservacdo da base genética em Maytenus ilicifolia, a
proximidade genética entre as populacdes dentro e entre as diferentes regides, que foram
separadas com um baixo valor de significancia, aponta para realizacdo de coletas em um
menor nimero de populacdes sendo coletando um maior nimero de individuos por populacio.

Entretanto, a presenca de alelos raros nas populagdes indica a necessidade de coletas nas

96



diferentes populagdes para que estes alelos sejam resgatados e preservados. Cabe ressaltar, que
quaisquer medidas a serem tomadas no sentido da preservacdo de germoplasmas ‘ex-situ”, ndo

descartam a necessidade de conservagao ‘in situ”, a qual depende do controle estrito da acdo

antropica.

No estudo da caracterizacio quimica, via cromatografia gasosa dos extratos obtidos por
CO, a alta pressdo, visando determinar as melhores condigdes de extracdo para o estudo
quimico das diferentes populagdes, foram avaliados os efeitos do tamanho de particula, vazao
do solvente, densidade e temperatura no rendimento de extrato e na distribuicdo dos compostos
organicos voldateis e semi-volateis.

Inicialmente avaliando-se o efeito do tamanho das particulas das amostras e vazao do
solvente. Observou-se pouco efeito destes no rendimento do extrato. Particulas com maior area
superficial apresentam uma maior camada superficial e proporciona teoricamente um maior
rendimento, porém, um processo intenso de moagem pode levar a uma perda de dleo essencial.

Observa-se um acréscimo no rendimento de extracdo a medida que a temperatura
aumenta. Tal fato € atribuido, principalmente ao aumento da pressdo de vapor dos compostos
mais volateis e semi-voldteis, aumento da difusdo da mistura e diminuicdo da viscosidade do
solvente, fatores estes que aumentam o rendimento de extracdo. Evidencia-se também, uma
alta influéncia da densidade do solvente no rendimento do extrato, tal fato ocorre devido ao
aumento bastante pronunciado no poder de solvatagdo (densidade) do fluido.

A identificacdo dos compostos fitol, Esqualeno, Vitamina E, Stigmast-5-en-ol,
Friedelan-3-ol e Friedelin foram realizada com padrdes. O 4cido dodecandico e a geranil
acetona foram identificados pela biblioteca do sistema CG-EM. Para caracterizacio do extrato
eles foram separados em 3 grupos: grupo I de menor peso molecular (149 a 282); grupo II os
compostos de maior peso molecular (410 a 414) e no grupo III os triterpenos, também de alto
peso molecular (426 e 428), e com grande importancia medicinal.

Pode ser observado que a menor granulometria da amostra levaram a maiores
concentragdes para os compostos dos grupos I e III, ndo havendo diferenca significativa para o
grupo II. Os compostos dos grupos I e II encontram-se em maior concentragdo nas primeiras
fracdes, enquanto que os do grupo III tendem a aumentar sua concentracdo nas fracdes
intermedidrias e finais, nas mesmas condi¢des de extrac@o. Esta observacdo estd baseada no
fato dos compostos dos grupos I e II j4 terem sido extraidos em maior quantidade no inicio da

extracdo, o que possibilita uma maior concentracdo dos compostos do grupo III, na fase final.
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Observou-se o efeito positivo da temperatura sobre o rendimento dos compostos dos
grupos I e III. O grupo II ndo apresentou incremento para o esqualeno, porém, houve
incremento significativo para a Vitamina E para o Stigmast-5-en-ol. O efeito da densidade do
solvente de extracdo, foi a varidvel que apresentou os resultados mais significativos em todos
0s grupos e este efeito positivo se intensifica para compostos de maior peso molecular, como
os triterpenos. Tal fato ocorre devido ao aumento bastante pronunciado no poder de solvatagado
do fluido, especialmente para compostos com maior dificuldade em serem extraidos.

A anilise da variabilidade quimica dos compostos organicos voldteis e semi-volateis
dos extratos obtidos por CO, em alta pressdo das 18 populagdes de Maytenus ilicifolia
demonstrou que o rendimento de extrato apresenta diferenca significativa entre as populacdes.
Considerando que Radomski, constatou diferencas no peso especifico nas folhas de plantas
crescendo a pleno sol, e que as amostras neste trabalho foram coletadas de maneira aleatdria,
este pode ser um dos fatores que influenciaram nestes resultados.

A andlise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas, dos extratos
obtidos por extracdo em fluido supercritico permitiu a quantificacdo de 10 compostos, sendo
estes: liloneno (TR=8,2 min), geranil acetato (TR=25,1 min), 4cido palmitico (TR=37,2 min),
fitol (TR=40,8 min), esqualeno (TR=56,2 min), vitamina E (TR=62,9min), stigmasterol
(TR=67,2min), friedelan-3-ol (TR=72,3min), friedelin (TR=73,0min) e {friedelan-3-one
(73,3min). Oito compostos na amostra ndo puderam ser identificados tentativamente pela
biblioteca do sistema GC-EM por que, para cada um deles, cinco ou mais compostos
apresentaram possibilidades de identificacdo muito proximas e todas superiores a 90%. Com
certeza, pode-se afirmar apenas que se trata de um dcido (TR=6,9 min), um éster (TR=46,3
min), um éter (TR=58,5 min), trés hidrocarbonetos lineares (TR=61,9; 64,15 e 66,3 min) e dois
triterpendides (TR=68,4 e 69, 0 min).

A diferenca entre as areas ou concentracdes médias de cada composto identificado e
quantificado com padrdes, mostrou haver variacdo quimica dos compostos analisados entre as
populagdes. Os triterpenos analisados (friedelan-3-ou, friedelan e friedelan-3-une), classe de
compostos ao qual € atribuida propriedade medicinal, apresentou maiores concentragdes nas
populagdes Erechim, Bardo de Cotegipe e Bom Jesus. Tendo em vista a grande diferenca na
concentragdo dos triterpenos encontrada entre populagdes proximas, como Bardo de Cotegipe
e Sdo José que estdo a menos de 4 Km, pode-se supor que as diferengas encontradas nio sejam

devido aos fatores ambientais. Os estudos genéticos indicam uma alta variabilidade genética
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dentro das populacdes e sao um indicativo que estas variacdes na concentracio dos triterpenos
podem estar ocorrendo devido a este fator e ndo devido aos fatores ambientais.

Os grupos formados pela andlise de agrupamentos baseada nos dados de composi¢do
quimica das populagdes ndo mostram relagdo com os agrupamentos formados com base nas
caracteristicas dos ambientes dos quais estas populacdes foram coletadas. A andlise de
agrupamentos das diferentes condicdes ambientais levando em consideracdo latitude,
longitude, vegetacdo, temperatura média anual, clima (segundo classificacdo de Koppen),
geomorfologia e tipos de solo, permitiu separar a regiao de Ponta Pord no Mato Grosso do Sul
e a regido ao sul do Rio Grande do Sul (Santana do Livramento, Cangucu, Vale Verde,
Unistalda e Soledade), das demais regides correspondentes a mata atlantica e planalto do Rio
Grande do Sul, Santa Catarina e Parand. Também nao houve um agrupamento dentro de cada
populacdo, demonstrando que neste caso, as diferencas quimicas sdo maiores dentro das
populagdes do que entre populagdes. Estes resultados indicam que as varidveis locais como
microclima, insola¢do, condi¢des nutricionais do solo, posicdo e idade da folha, variabilidade
genética dentro das populacdes, entre outros fatores, possuem uma influencia maior para os
compostos analisados que as condi¢des macro-ambientais consideradas neste trabalho.

Embora alguns autores ja tenham encontrado correlagdes entre agrupamentos
quimicos e genéticos em algumas plantas arométicas e medicinais, o agrupamento obtido com
base na composi¢cdo quimica ndo apresenta relacdo com os grupos formados pela andlise
genética das mesmas populagdes.

Os resultados deste trabalho estio sendo utilizados na implantacdo de um banco genético
desta espécie na Universidade Regional Integrada do Alto Uruguai e das Missdes no Campus
de Erechim, que ja possui mais de quarenta matrizes e podem ser utilizados para se estabelecer

estratégias de conservacao desta espécie.
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CONCLUSOES



9. CONCLUSOES

Foram encontradas trés novas espécies de Maytenus (M. glaucescens Reiss, M.
gonoclada Mart. e M. robusta Reiss.) para o estado do Rio Grande do Sul e M.
ilicifolia apresentou distribuicdo em todas as regides agroecoldgicas do estado, com
excecao do litoral.

A variabilidade genética intrapopulacional é maior que a variabilidade
interpopulacional, sendo que as populacdes estudadas no Alto Uruguai Gatcho
estdo bastante proximas geneticamente, ndo formando sub grupos dentro das
populacdes.

Nao houve relacdo entre a distincia genética e a distdncia geogréfica nas
populacdes estudadas do Alto Uruguai Gatcho.

Os valores estimados do indice de similaridade de Jaccard entre as espécies de
Maytenus foram inferiores aos obtidos dentro de Maytenus ilicifolia, sendo que
Maytenus ilicifolia estd mais proxima geneticamente de Maytenus aquifolia do que
de M. evonymoidis, indicando uma proximidade filogenética grande entre as espécies.

A andlise de agrupamentos com base nos dados de RAPD permitiu separar as 18
populagdes em 3 grupos. O grupo I formado pela populacdo oriunda de Ponta Pora
(MS), o grupo II pelas populacdes de Santana do Livramento, Vale Verde, Cangucu
e Unistalda, todas da regido sul do Rio Grande do Sul, e o grupo III pelas
populacdes de Erechim, Bardo de Cotegipe, Sdo José, Bom Jesus, Lapa,
Mangueirinha, Flores da Cunha, Irati, Guarapuava, Soledade, Cacador, Lages e Sdo
Joaquim. Observa-se semelhanca entre o agrupamento genético das populagdes e o
agrupamento ambiental das regides de coleta. Esta semelhanca pode ser um
indicativo da influéncia das condi¢cdes ambientais na selecdo genética e no possivel
distanciamento genético destas populacdes das demais e também da existéncia de um
certo isolamento destas populagdes.

O rendimento bruto de extrato na extracdo em fluido supercritico aumenta com a
elevacdo da temperatura e da densidade do solvente. No caso da temperatura, tal fato
¢ atribuido, principalmente ao aumento da pressdo de vapor dos compostos mais
voldteis e semi-volateis, aumento da difusdo da mistura e diminuicéo da viscosidade do
solvente. A alta influéncia da densidade do solvente no rendimento do extrato ocorre

devido ao aumento bastante pronunciado no poder de solvatag@o (densidade) do fluido.
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Os compostos dcido dodecandico, geranil acetona, fitol, Esqualeno, Vitamina E e
Stigmast-5-en-3-ol sdo extraidos em maior concentracdo nas primeiras fracdes,
enquanto que os compostos Friedelan-3-ol e Friedelin, sdo extraidas em maior
quantidade nas fragdes seguintes, dentro das mesmas condicdes de extracio.

Ocorre um efeito positivo da temperatura sobre o rendimento de extragdo dos
compostos analisados, com excecdo do esqualeno, sendo que a densidade do
solvente foi a varidvel que apresentou o maior efeito positivo, especialmente para
0s triterpenos.

Foram identificados 18 compostos, sendo dez com padrdes (limoneno, geranil
acetato, acido palmitico, fitol, esqualeno, vitamina E, stigmasterol, friedelan-3-ol,

friedelin e friedelan-3-one).

10- Houve diferenca significativa no rendimento de extrato e distribuicdo dos

compostos organicos volateis e semi-volateis obtidos por CO, em alta pressdo nas

18 populacgdes de Maytenus ilicifolia.

11- Nao houve relagado entre o agrupamento quimico das populagdes e os agrupamentos

ambientais e genéticos, bem com, nao houve agrupamento dos bulks dentro de cada
populacdo, concluindo-se que as varidveis locais como microclima, insolagao,
condi¢des nutricionais do solo, posi¢do e idade da folha, variabilidade genética
dentro das populagdes, dentre outros, possuem uma influencia maior para os
compostos analisados que as condigdes macro-ambientais consideradas neste
trabalho (latitude, longitude, altitude, temperatura média anual, vegetacdo,

classificagdo climatica de Koppen, geomorfologia e tipos de solo).
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