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APRESENTACAO

O livro Avancos Cientificos, Tecnolbégicos e de Inovacao na Botanica traz ao
leitor temas originais e abordagens diferenciadas, sendo 7 capitulos, nos quais o
leitor podera desfrutar de pontos da biologia vegetal aplicada relacionado a tematicas
anatémicas, histologicas, bioquimicas, fisiologicas todas com aplicacbes em diversos
setores da ciéncia.

A obra tem como objetivo apresentar estudos cientificos recentes e inovadores
gue buscam colocar enfoque em tematicas pouco abordadas (raras), mas com grande
aplicabilidade e informagdes ainda pouco dominadas da biologia vegetal nos ambientes
académicos, promovendo atualizagao do conhecimento e abrindo caminho para novos
enfoques e ideias de pesquisa.

A abrangéncia dos temas promove uma teia de informacbes que levam a
diferentes areas do conhecimento cientifico se encontrando em torno do amplo mundo
a botéanica. Temas como tecnologia de sementes, anatomia e morfologia vegetal,
fisiologia vegetal, bioquimica se inter-relacionando num mesmo capitulo a fim de
demonstrar dados ainda pouco conhecidos e utilizando-se de técnicas diversas, desde
simples como avalia¢des histoloégicas a complexas como a cromatografia, levando ao
leitor experiéncias de conhecimento diferenciadas.

A aplicacdo dos temas estudados é constante nos capitulos presentes na
bibliografia, sempre com alcance a diferentes areas do conhecimento inclusive em
um mesmo capitulo. Esta abrangéncia de areas na obra amplia a utilidade desta em
diferentes ambientes académicos, além de promover a apresentacéo e integracéo de
tematicas pouco conhecidas entre as areas do conhecimento.

Neste sentido ressaltamos a importancia desta leitura de forma a incrementar
o conhecimento da aplicabilidade da botanica e sua inter-relacdo com areas do
conhecimento correlatas, somando-se a estes, artigos com temas pouco retratadas.
Assim tornando sua leitura uma abertura de fronteiras para sua mente com qualidade
e didatica promovida pela estrutura da Atena Editora. Boa leitura!

André Luiz Oliveira de Francisco
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CAPITULO 3

IDENTIFINCAQAOADE ISOPRENOIDES NA
FRACAO HEXANICA DAS FOLHAS DE
MACHAERIUM ACUTIFOLIUM POR CG-EM
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RESUMO: O estudo fitoquimico da fragcéao
hexéanica das folhas de Machaerium acutifolium
Vogel (Fabaceae-Papilionoideae) resultou
no isolamento de uma mistura composta por
quatro esteroides: colesterol (1), campesterol
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(2) sitosterol (3) e estigmasterol (4) e um
triterpenoide: lupeol (5). As estruturas destes
compostos foram identificadas por CG-EM,
considerando o tempo de retencao, padréo
de fragmentacdo e por comparagcdo com
dados da literatura. Este é o primeiro relato de
identificacédo dos compostos 1, 2 € 4 no género
Machaerium.

PALAVRAS-CHAVE: triterpenoide, esteroides,
estudo fitoquimico, Machaerium acutifolium,
Fabaceae

IDENTIFICATION OF ISOPRENOIDS FROM
HEXANIC FRACTION OF LEAVES OF
MACHAERIUM ACUTIFOLIUM BY CG-EM

ABSTRACT: The phytochemical study of the
hexane fraction of the leaves of Machaerium
acutifolium Vogel (Fabaceae-Papilionoideae)
resulted in the isolation of the M1 mixture and
identification of four steroids: cholesterol (1),
campesterol (2) sitosterol (3) and stigmasterol (4)
and one triterpenoid: lupeol (5). The structures
of these compounds were identified by GC-MS,
considering retention time, fragmentation pattern
and by comparison with literature data. This is
the first report of identification of compounds 1,
2 and 4 in the genus Machaerium.

KEYWORDS:

phytochemical study, Machaerium acutifolium,

triterpenoid, steroids,
Fabaceae
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11 INTRODUCAO

O género Machaerium é constituido por aproximadamente 262 espécie, pertence
a familia Fabaceae-Papilionoideae, tem origem tropical (LEWIS et al., 2005), sendo
conhecido do sul do México a América do Sul. Espécies deste género contém
flavonoides, isoflavonoides, alcaloides, triterpenoides, esteroides, derivados de acidos
graxos, dentre outros e apresentam diversas atividades biologicas tais como citotdxica,
antimicrobiana, antiparasitaria, anti-inflamatoria e antioxidante (AMEN et al., 2015).
Entre as espécies conhecidas, somente 15 foram estudadas fitoquimicamente (AMEN
et al., 2015).

Machaerium acutifoliumVogel (sinonimia M. muticumBenth) apresenta ocorréncia
comum da Amazédnia até Sao Paulo e Mato Grosso do Sul, principalmente na area de
cerrado (LORENZI, 1998), porém é encontrada também na Bahia, Piaui e Maranhao
(POLIDO; SARTORI, 2007). Esta espécie € conhecida popularmente por jacaranda
do campo, jacaranda caroba e jacaranda bico de pato, sendo utilizada na medicina
tradicional, pela populacédo indigena do sudeste do Para, como anticoncepcional, para
tratar menstruacao dolorosa e dor de estémago (BARBOSA; PINTO, 2003; POVH et
al., 2007; ROSA et al., 2014). O estudo realizado por Ollis et al. (1978) com a madeira
do tronco de M. acutifolium resultou no isolamento e identificacdo de (+)-medicarpina
(pterocarpano) e dos fendlicos pinosilvina monometil éter e petroestireno.

Isoprenoides € uma classe de produtos naturais constituida por terpenoides
e esteroides os quais tém em comum blocos de construcdo de 5 carbonos com
esqueleto equivalente ao isopreno, denominados de difosfato de dimetilalila (DMAPP)
e difosfato de isopentenila (IPP). Esta classe de metabdlitos € amplamente distribuida
em espécies vegetais, inclusive da familia Fabaceae (DEWICK, 2009). Os esteroides
atuam como constituintes da membrana celular vegetal, reforcando suas estruturas, e
também como intermediarios na biossintese de outros metabdlitos (EBRAHIMZADEH;
NIKNAM; MAASSOUMI, 2001).

Os  esteroides contém um sistema de anel tetraciclico
peridrociclpentanofenantreno e possuem de 27 a 29 carbonos em suas estruturas.
Sao considerados triterpenoides modificados pela perda das metilas em C-4 e C-14,
sendo biossintetizados por meio da rota do mevalonato (DEWICK, 2009). A biossintese
de esteroides em animais e fungos, bem como, em plantas e algas esta ligada a um
precursor comum, o éxido de esqualeno. Em animais e fungos, a ciclizagcao do 6xido de
esqualeno gera o lanosterol que por sua vez conduz ao colesterol. Em plantas e fungos,
a ciclizagédo do 6xido de esqualeno gera o cicloartenol com formacéo dos fitoesterois,
inclusive o colesterol (DIENER et al. 2000; SILVA et al., 2007; DEWICK, 2009). A
Figura 1 mostra a sequéncia simplificada da rota de biossintese dos esteroides.
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Figura 1. Rota biossintética dos esteroides. Adaptado de DEWICK, 2009.

Com o intuito de explorar o potencial quimico de plantas do cerrado do Piaui e
contribuir com o conhecimento quimiotaxonémico do género Machaerium, este estudo
teve como objetivo realizar o isolamento por cromatografia e a identificagcdo por CG-
EM de constituintes quimicos da fragao hexanica das folhas de M. acutifolium.

2| METODOLOGIA

As folhas de M. acutifolium foram coletadas em mar¢o de 2017, no municipio de
Jatoba do Piaui, estado do Piaui, nas coordenadas S 04° 51’ 006” e W 42° 05’ 0577,
altitude 90 m. A espécie foi identificada pela bidloga Dra. Ruth Raquel Soares de Farias
€ uma exsicata encontra-se depositada no Herbario Graziela Barroso da Universidade
Federal do Piaui — UFPI, com o numero de registro TEPB 31568 e cadastro de acesso
SisGen n° AAB530D.

O material vegetal foi seco, moido (1400 g) e submetido a extragao por maceracéao
exaustiva com etanol (95%). A solucéo extrativa foi concentrada em evaporador rotativo
e liofilizada, obtendo-se 74,7 g (5,3%) de extrato etandlico das folhas. Uma aliquota
de 64 g do extrato foi suspensa em 1200 mL de MeOH/H,O (1:2, v/v) e submetida a
particdo, resultando nas fracées hexanica (FHFMa, 33,5 g, 52,3%), acetato de etila
(FAEFMa, 5 g, 7,8%) e aquosa (FAFMa, 25,5 g, 39,8%).

FHFMa (10 g) foi submetida a cromatografia em coluna de gel de silica, eluida
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com hexano/AcOEt em ordem crescente de polaridade, fornecendo 102 fracdes,
que foram analisadas por cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC) e
reunidas em 20 grupos.

O grupo FHF-32 (476,9 mg) foi submetido a cromatografia em Sephadex LH-
20 com eluigdo em hexano/CH,CI, (1:4) fornecendo M1 (122,4 mg) constituida pelos
compostos 1-5. A cromatoplaca de M1, eluida com hexano/AcOEt (8:2) e revelada a
solucdo de sulfato cérico, apresentou uma mancha azul que mudava para roxo com
a continuacao do aquecimento. Este perfil em CCD é caracteristico de compostos de
natureza esteroidal (CHAVES, 1997).

M1 foi derivatizada com N, O-bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA) de acordo
com Prytzyk et al. (2003). A uma aliquota de 1,0 mg da amostra foi adicionado 250 pL
de piridina tratada e 50 yL de BSTFA. A mistura reacional foi aquecida por 1 hora a 55
°C. Apds o término da reacao, adicionou-se 1,0 mL de AcOEt e a fase orgénica com os
derivados sililados foi analisada em cromatégrafo GCMS-QP2010 SE, AOC-5000 auto
injetor da Shimadzu, coluna SLB-5MS (30 mx0,25 mmx 0,10 ym), fase estacionaria
difenildimetilpolissiloxano (5% de difenil e 95% de dimetilpolissiloxano) e hélio como
gas de arraste (1 mL min™). O detector de massas operou com ioniza¢ao por elétrons
(El) 70 eV, modo scan no intervalo de m/z 50 a 600 Da (Daltons). Para analise foi
usada a seguinte programacgao: temperatura inicial de 71 °C por 2 min, com taxa de
aquecimento de 6 °C min™ até 315 °C, mantido por 30 min. As temperaturas do injetor
e interface foram 290 °C e 310 °C, respectivamente. A identificagcdo dos constituintes
foi realizada por comparacao com dados da literatura (DIEKMAN; DJERASSI, 1967).

M1 foi ainda analisada sem derivatizacdo em um sistema GC-MS 7890/MSD
(Agilent Technologies) equipado com coluna capilar DB5 (J&W, 30 m x 320 pum x 0.25
um) e amostrador automatico. Injecao de 1 pL de amostra (5 mg/mL em CH,CL,) no
modo split 1:40 e temperatura do injetor a 250 °C. O gas de arraste foi hélio com fluxo
constate de 1 mL min'. A programacdo de temperatura da coluna foi temperatura
inicial de 200 °C permanecendo por 4 min, taxa de aquecimento de 6 °C min™ até 290
°C permanecendo por 15 min. O tempo total de corrida foi de 34 min. A temperatura
da interface foi de 280 °C. O espectrdmetro de massas no modo varredura (Scan) com
energia de 70 eV e faixa de massas de 50 a 500 Da. A identificacdo dos constituintes
quimicos foi realizada por comparacéo do tempo de retencéo e espectros de massas da
literatura e biblioteca computacional (NIST08) (ASSIMOPOULOU; PAPAGEOORGIOU,
2005; WYLLE, 1977).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

O fracionamento cromatografico da fracao hexanica obtida da particdo do extrato
etandlico das folhas de M. acutifolium resultou isolamento de uma mistura (M1)
constituida pelos compostos 1-5, sendo 1-4 esteroides e 5 um triterpenoide pentaciclico
de esqueleto lupano (Figura 2). Aidentificac&o estrutural destes compostos foi realizada
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por meio da analise em CG-EM de M1 com e sem derivatizag¢ao.

1 2 R=CH,
3 R=C,Hs 5
4 R=C,H;, A2

Figura 2. Férmulas estruturais dos compostos identificados na fracao hexénica das folhas de M.
acutifolium.

M1 foi submetida a uma reacédo com o reagente sililante BSTFA fornecendo os
derivados sililados pela substituicao do hidrogénio da hidroxila por TMS. Nesta reacao
os sitios proéticos dos compostos a serem derivatizados sao bloqueados, havendo
uma reducéo de interagdes dipolo-dipolo, elevando a volatilidade dos compostos,
permitindo assim a anélise por CG-EM (PESSOA et al., 2012) (Figura 3).

RySi—Y +  X-H —> R $Si—X +  H-Y

Reagente sillante  Composto com Composto sililado  Hidrogénio com
hidrogénio ativo grupo de saida
do reagente

Figura 3. Representacéo genérica da reagao de sililagcado com TMS.

O cromatograma de ions totais de M1 derivatizada (M1-d) apresentou quatro
bandas (Figura 4). A comparacao dos espectros de massas correspondentes com 0s
relatados na literatura, permitiu identificar quatro esteroides: colesterol (1), campesterol
(2), sitosterol (3) e estigmasterol (4). O constituinte com maior abundéancia relativa é o
estigmasterol com 90,13% (Tabela 1).
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Figura 4. Cromatograma de ions totais dos derivados sililados de M1-d.

Composto Tr Area M-+ -e1
(min) (%) CHs TMSOH TMSO-C3Hs R
ColesterolTMS (1) 43,785 0,60 458 443 368 329 345
CampesterolTMS (2) 45260 550 472 457 382 343 345
SitosterolTMS (3) 45610 3,77 486 371 396 357 345
EstigmasterolTMS (4) 46,630 90,13 484 489 394 355 345

Tabela 1. Compostos identificados como derivados sililados em M1-d por CG-EM. G: CH,,
TMSOH, TMSO-C_H,, cadeia lateral (R)

3 4

Os espectros de massas dos compostos identificados em M1-d apresentam
picos de ions moleculares acrescidos de 73 Da, referente a massa do TMS. Os
picos m/z [M-15]+, [M-90]+, [M-129]+ e 345 sao caracteristicos de esteroides sililados
com TMS e correspondem a perda de grupos metila (CH,), trimetilsilanol (TMSOH),
propeniltrimetilsilil (TMS-C_,H,) e da cadeia lateral respectivamente, enquanto o
fragmento m/z 129 é caracteristico da fragmentacdo no anel A, conforme Figura 5
(DIEKMAN; DJERASSI, 1967).
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4 355
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Figura 5. Proposta de fragmentacéo de esteroides sililados sitosterolTMS (3) e estigmasterol
(4). Adaptado de Diekman; Djerassi, 1967.

M1 também foi analisada por CG-EM sem derivativagéo. O cromatograma de ions
totais apresentou quatro bandas (Figura 6), sendo possivel identificar, por comparacao
dos espectros de massas correspondentes com os relatados na literatura e com os
da biblioteca do aparelho (NIST08), os esteroides 2-4, previamente identificadas na
amostra derivatizada e o triterpenoide lupeol (5) que ainda ndo havia sido identificado na
analise anterior. Os tempos de retencao e area percentual das bandas cromatograficas
de M1, sem derivatizacéo, sdo apresentadas na Tabela 2.
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Figura 6. Cromatograma de ions totais de M1 sem derivatizacéo.

Compostos Tr(min) Area (%) Mach (NIST) M+ miz
campesterol (2) 20,6 0,95 606 400 382, 367,273,255 e 145
sitosterol (3) 21,9 91,38 919 414 396, 381, 273, 255 e 145
estigmasterol (4) 211 1,83 766 412 394,379, 273, 255 e 145
lupeol (5) 22,5 5,84 713 426 207,218, 203,191 e 189

Tabela 2. Compostos identificados em M1 sem derivatizagao por CG-EM.

Os esteroides possuem padrdo de fragmentagdo semelhante, caracterizado
pelas perdas consecutivas de agua e metila, bem como da cadeia lateral seguida da
perda de dgua e clivagem do anel C por Retro Diel-Alder, conforme Figura 7 (WYLLE,
1977). A presenca do lupeol (5) é sugerida pelos fragmentos m/z 207, 203 e 189,
caracteristicos de triterpenoides de esqueleto lupano, conforme mostrada na Figura 8
(ASSIMOPOULOU; PAPAGEOORGIOU, 2005).
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Figura 7. Proposta de fragmentacéo de esteroides sitosterol (3) e estigmasterol (4). Adaptado
de Wylle, 1977.

N =
-C14H240
Z +
_ m/z 189
m/z 218 B m/z 426
l_ éHs -C1H270
-C15H230
| .
+

=

m/z 203 m/z 207 m/z 191

Figura 8. Proposta de fragmentacao para o lupeol (5). Adaptado de Assimopoulou;
Papageoorgiou, 2005.

A andlise por CG-EM de M1 antes e depois da reagao de sililacdo com BSTFA
mostrou-se complementar, permitindo identificar um nimero maior de compostos.
O esteroide sitosterol e o triterpenoide lupeol ja& haviam sido identificados no
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género Machaerium, enquanto colesterol, campesterol e estigmasterol estdo sendo
relatados pela primeira vez neste género (AMEN et al., 2015).

41 CONCLUSAO

O estudo da fracdo hexanica das folhas de M. acutifolium por cromatografia
gasosa hifenada com espectrometria de massas permitiu a identificacdo de quatro
esteroides: colesterol (1), campesterol (2), sitosterol (3) e estigmasterol (4) e um
triterpenoide: lupeol (5). Este é o primeiro relato dos compostos colesterol, campesterol,
e estigmasterol no género Machaerium.
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