ABORDAGEM
QUIMIOSSISTEMATICA E
EVOLUCAO QUIMICA DE

FANEROGAMAS

Dra. Maria Auxiliadora Coelho Kaplan
Dr. Heber dos Santos Abreu
Dra. Helena Regina Pinto Lima

Dr. Geraldo Luiz Goncalves Soares




EDITORES

Dra. Maria Auxiliadora Coelho Kaplan
Professora Titular da UFRJ

Dr. Heber dos Santos Abreu
Professor Associado da UFRRJ

Dra. Helena Regina Pinto Lima
Professor Associado da UFRRJ

Dr. Geraldo Luiz Goncalves Soares
Professor Associado da UFRGS

Abordagem
Quimiossistematica e
Evolucdo Quimica de
Faner6gamas

RIO DE JANEIRO

Edur
m

2010



Origem Botanica de Ambares Brasileiros -
aplicacdo da Quimiotaxonomia em Estudos
Paleontologicos

Introducio | A importancia da quimiotaxonomia no estudo do dmbar |
Aspectos quimiotaxonomicos na determinacdo da origem botanica de

ambares Brasileiros | Conclusdo

Ricardo Pereira
Ismar de Souza Carvalho

Antonio Carlos Sequeira Fernandes

Deébora de Almeida Azevedo

Introducio

O ambar ¢ o produto do processo de fossilizagio de resinas sintetizadas
por vegetais (LANGENHEIM, 1990). Resinas vegetais, por sua vez, po-
dem ser definidas como misturas de terpenoides volateis e ndo volateis
e/ou substancias fenolicas que: (i) sdo usualmente secretados em estru-
turas especializadas localizadas tanto internamente quanto na superficie
da planta, tais como canais, cavidades, tricomas e células epidérmicas; e
(ii) apresentam significativo potencial em intera¢des ecologicas (LAN-
GENHEIM, 2003).

As substancias resinosas sio derivadas de carboidratos produzidos
fotossinteticamente, sendo que terpenoides e fenois sdo biossintetizados
por meio de diferentes rotas metabolicas (LANGENHEIM, 2003).
Embora os terpenoides apresentem uma enorme diversidade de estrutu-
ras quimicas, eles sdo unidos por uma origem biossintética comum que

permite serem agrupados em categorias de acordo com o nimero de uni-
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dades isoprenoides que os constituem. A multiplicidade de terpenoides
naturais decorre da variacio no modo de condensacio das unidades iso-
prenoides (C5Hg), originando mono, sesqui, di, tri, tetra e politerpenos
(LANGENHEIM, 1969). Em termos bioquimicos (Figura 1), o precur-
sor do isopreno ¢ o acido meval6nico, derivado do metabolismo do ace-
tato nas plantas. O isopentenil-pirofosfato constitui a unidade estrutural
de todos os terpenoides. A ligacdo entre o isopentenil-pirofosfato e o di-
metilalil-pirofosfato fornece o geranil-pirofosfato, que ¢ a substancia de
partida na sintese da maioria dos terpenos produzidos pelas plantas
(LANGENHEIM, 1969; 1990). Mono (Cq(), sesqui (C15), di (Co() e
politerpenos sio o resultado de condensag¢des do tipo cabeca-cauda de
unidades isoprenoides, enquanto triterpenos (C3() e tetraterpenos
(C40) sao formados por dimerizac¢des do tipo cauda-cauda de unidades
C15 e Gy (LANGENHEIM, 1969).

Diversas rotas metabolicas estdo envolvidas na sintese de constituin-
tes fenolicos nas resinas. A rota do acido chiquimico, por exemplo, é fon-
te de acidos amino-aromaticos, como a fenilalanina (Figura 1). Um im-
portante passo na formacdo de muitos componentes fenolicos nas resinas
¢ a conversio enzimatica da fenilalanina a 4cido cinamico, uma reacio
catalisada pela enzima fenilalanina-amonia-liase. O acido cinamico origi-
na entdo fenilpropanoides, que podem formar diversas substancias feno6-
licas pela quebra de liga¢des carbono-carbono na cadeia lateral de um
fenil-propanoide (LANGENHEIM, 2003).

As resinas tém seu processo de fossilizacdo iniciado a partir de rea-
¢oes de polimerizacio, seguidas por processos de maturacio quando es-
tas sdo soterradas. A polimeriza¢do aparentemente ¢ rapida, ocorrendo
por meio de reacgoes via formagao de radicais livres que sido foto-iniciali-
zadas quando a resina recém-exudada pela planta endurece ao ser ex-
posta a luz solar e ao ar (CLIFFORD et a/, 1997). A resina, originalmen-
te produzida pela arvore e depositada no solo em torno dela, pode ser
posteriormente carreada para um rio nas proximidades e transportada
para o interior de uma bacia de sedimentacdo. Em alguns casos, frag-
mentos das arvores que produziram a resina, tais como troncos e galhos,

também podem ser transportados, depositando-se no mesmo ambiente.
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Figura 1. Rota biossintética para a produgdo dos terpenoides e substancias fendlicas
presentes nas resinas vegetais. Adaptado de Langenheim (1969; 1990; 2003).

Com o tempo, os sedimentos vao gradualmente soterrando tanto a madei-
ra quanto a resina. Por fim, a resina torna-se ambar e a madeira, lignita
(LANGENHEIM, 2003). O ambar ¢ geralmente preservado em sedimen-
tos, como arenitos, folhelhos e lamitos formados em baias ou estuirios, em
deltas ou em desembocaduras de rios continentais em zonas costeiras. Ha
ainda a possibilidade de preservacdo do ambar em calcarios formados em
ambientes lacustres (MARTILL ez a/, 2005; PEREIRA ez al, 2006).
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Langenheim (2003) aponta ainda para o fato de que a formacao de
um deposito de ambar é uma combinacio fortuita de diversos fatores,
envolvendo, por exemplo: florestas com arvores que produzam resinas
(tais como coniferas); resinas com os requisitos quimicos necessarios pa-
ra a fossiliza¢do; proximidade da area-fonte com um ambiente de depo-
sicdo, onde as resinas possam ser concentradas e acumuladas; e condi-
¢oes de soterramento desprovidas de oxigénio, pois este pode deteriorar
as resinas.

Entre as mais antigas evidéncias para sintese de resinas citam-se fos-
seis das familias Cordaitaceae e Medullosaceae, que juntas constituem a
maior parte das plantas com sementes em florestas tropicais do
Carbonifero. Materiais aparentando ser resinosos, por exemplo, ocorrem
em troncos atribuidos a Cordaztes. Além disto, tais troncos mostram tam-
bém canais secretores com provavel armazenamento de resinas (LAN-
GENHEIM, 1990). Por outro lado, no Devoniano Médio-Superior sdo
conhecidos traqueideos de progimnospermofitas com a presenca de pos-
siveis inclusdes micrométricas de resinas fossilizadas (STUBBLEFIELD
et al, 1985), bem como um registro de ambar na Bacia do Parnaiba
(Formacdo Cabegas) (VIANA ez al, 2001). Este registro brasileiro cons-
titui-se no mais antigo do mundo. Resinas fosseis foram relatadas tam-
bém para o Carbonifero Superior da Inglaterra por Van Bergen er al.
(1995), encontradas em associagio com petiolos de pteridospermas da
familia Medullosaceae (Myeloxylor). Nos periodos Permiano, Triassico e
Jurassico, as ocorréncias de ambar sio escassas.

Embora algumas familias modernas de coniferas tenham surgido en-
tre o Permiano e o Triassico, todas as familias ja estavam presentes a par-
tir do Cretaceo (MUSSA, 2004). A intensa producio de resinas em al-
gumas areas aparentemente estd relacionada com o aquecimento
climatico ocorrido a partir do Cretaceo Inferior (LANGENHEIM, 2003).
Entre os depositos de ambar desse periodo, destacam-se os da Espanha
(Alava, Pais Basco), Oriente Médio (Israel, Libano e Jordania), Estados
Unidos (Planicie Costeira Atlantica, Wyoming, Mississipe e Planicie
Costeira Artica), Canad4, Myanmar (antiga Birmania) e Russia. Diversas

coniferas foram propostas como produtoras dos dambares do Cretaceo,
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sendo que a familia Araucariaceae ¢ a principal fonte sugerida para a
maioria dos registros. Nesse periodo ocorrem ainda ambares originados
pelas familias Podocarpaceae, Cupressaceae, Pinaceae, entre outras.

Ressalta-se aqui que somente coniferas tém sido sugeridas como fon-
te botanica para os ambares do Cretaceo, ainda que as angiospermas ja
estivessem presentes no Cretaceo Inferior. Ambares indiscutivelmente ori-
ginados de angiospermas somente aparecem no registro geologico a par-
tir do Cenozoico (Oligo-Mioceno) (LANGENHEIM, 2003). Entre os de-
positos de ambar do Cenozoico, destacam-se os da Republica
Dominicana, Nova Zelandia e regido do mar Baltico (Russia, Polonia e ou-
tros paises). Angiospermas do género Hymenaea (Fabaceae) foram apon-
tadas como produtoras dos ambares dominicanos, enquanto parte dos
ambares balticos e da Nova Zelandia foram produzidos por gimnosper-
mas da familia Araucariaceae (género Agarhis) (LANGENHEIM, 2003).

No Brasil, o ambar ocorre desde o Devoniano ao Mioceno, estando
distribuido entre diversas bacias sedimentares. As principais ocorréncias
foram datadas como do Cretaceo, tendo sido relatadas por Carvalho
(1998), Carvalho ez al. (2000), Martill ez al. (2005), Pereira (2006) e
Pereira er al. (2006; 2009) para ambares provenientes das bacias do
Amazonas (Formagdo Alter do Chao), Araripe (Formacdo Santana,
Membro Crato), Parnaiba (Formagio Itapecuru) e Reconcavo (Formagio
Maracangalha). Para informacoes mais detalhadas sobre proveniéncia e
contexto geoldgico dos ambares brasileiros, consulte-se a revisio feita
por Pereira ez al. (2007).

A importancia da quimiotaxonomia no estudo do ambar

Como complemento aos estudos morfologicos e anatomicos, a quimiota-
xonomia € uma ferramenta comum e muito importante em estudos sis-
tematicos de fosseis vegetais. Certas classes de substancias, como fendis,
ligninas e terpenoides, sdo valiosas para elaboracdo de propostas qui-
miotaxonomicas. A matéria organica isolada de fosseis vegetais (como
impressdes carbonizadas de folhas, madeira e ramos, bem como o Am-
bar) ¢ adequada para investiga¢des quimiotaxondmicas, pois estes po-
dem conter geoterpenoides que permitem associa¢io com moléculas pre-
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cursoras conhecidas, os chamados bioterpenoides (OTTO & SIMONEIT,
2001; OTTO er al, 2002; 2003; 2005).

Os terpenoides, quando na geosfera, sio submetidos a diversas for-
mas de degradagio quimica durante processos diagenéticos (KILLOPS
& KILLOPS, 1991). Com isso, muitos grupos funcionais sdo perdidos e
os terpenoides sdo transformados em derivados aromaticos ou satura-
dos. Durante os processos de fossilizagdo/polimeriza¢do, no entanto, a
resina resiste a muitas dessas modifica¢oes, retendo uma composicdo
quimica muito proxima da original. Assim, sabendo-se a composi¢io mo-
lecular do ambar, € possivel estabelecer possiveis familias vegetais pro-
dutoras a partir de estudos quimiotaxonémicos. Isso permite que se tra-
ce a historia da producdo de resinas pelas arvores através do tempo
geologico, determinando sua origem e compreendendo as transforma-
¢bes geoquimicas que aconteceram durante a diagénese dos terpenoi-
des, que sdo seus principais constituintes (GRIMALT ez al, 1988). A
Figura 2 exemplifica os esqueletos hidrocarbonicos de algumas das prin-
cipais classes de diterpenoides encontradas no ambar, utilizados em es-
tudos quimiotaxonomicos.

Isopimarano

Abietano Kaurano Filocladano

Figura 2. Esqueletos hidrocarbonicos dos principais diterpenoides encontrados no dmbar.
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Diversas técnicas espectroscopicas sdo utilizadas na determinacio es-
trutural do ambar, tais como espectroscopia de absorcido no infraverme-
lho e ressonancia magnética nuclear de carbono-13 (MARTINEZ-RI-
CHA ez al, 2000; TREVISANI ez al, 2005). No entanto, essas técnicas
ndo permitem o reconhecimento de componentes individuais nos amba-
res, apresentando, assim, limita¢des para elaborag¢do de propostas de clas-
sificacdo quimiotaxondmica. A cromatografia em fase gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM); por outro lado, permite a separa-
¢do e identificagio de componentes individuais presentes nas resinas fos-
seis, possibilitando a elucidagdo de sua estrutura molecular (OTTO ez
al.. 2002).

Estabelecer padroes de distribuigio de terpenoides em coniferas, por
exemplo, é uma tarefa muito complexa, uma vez que para alguns grupos
de gimnospermas os dados encontrados na literatura sdo escassos.
Substancias individuais encontradas no ambar e em associacio com fos-
seis vegetais costumam ser relacionadas a certas classes estruturais, sen-
do estas agrupadas de acordo com presumiveis rotas de sintese bioqui-
mica. O mesmo pode ser dito quanto aos terpenoides presentes em
angiospermas. Detalhes sobre aspectos quimiotaxonémicos dos diversos
grupos de coniferas podem ser obtidos na revisio feita por Otto & Wilde
(2001). Neste texto, sera dado destaque aos terpenoides caracteristicos
das familias de gimnospermas: Podocarpaceae, Cupressaceae, Pinaceae e
Araucariaceae, por serem algumas das principais familias botanicas que
produziram ambar no registro geologico e por incluirem os possiveis
grupos produtores dos ambares encontrados no Brasil.

Aspectos quimiotaxonémicos na determinacio da origem
botanica de ambares brasileiros

Varios estudos envolvendo CG-EM tentaram estabelecer as afinidades
paleobotanicas de ambares de diversos locais do mundo, com diferentes
idades, a partir de suas composi¢des moleculares (MILLS ez al, 1984;
GRIMALT et al, 1988; CZECHOWSKI ez al, 1996; OTTO & SIMO-
NEIT, 2002; OTTO ez al, 2003; BRAY & ANDERSON, 2008). No Brasil,
esses estudos comecaram com Carvalho (1998) e Carvalho ez a/. (2000),
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analisando ambares das bacias do Parnaiba e Reconcavo. Posteriormente,
Pereira (2006) e Pereira ez al. (2006, 2009) realizaram estudos sobre a
origem botanica e quimiotaxonomia de ambares das bacias do Ama-
zonas, Araripe e Reconcavo.

De acordo com esses autores, a composi¢do molecular dos ambares
analisados € baseada em:

1. fendis, acidos carboxilicos e acidos graxos;

2. alquis-benzenos, alquis-naftalenos e alquis-hidronaftalenos; e

3. terpenoides, representados por mono, sesqui e diterpenoides.

Fenois, acidos carboxilicos e acidos graxos (Figura 3) foram detecta-
dos em ambares brasileiros provenientes das bacias do Amazonas,
Araripe e Reconcavo (PEREIRA, 2006; PEREIRA ez aZ, 2009). Subs-
tancias como o acido benzoico (1), 4-hidroxi-3-metoxibenzaldeido (2),
acido vanilico (3) e o isoeugenol (4), quando presentes no ambar, sdo
interpretados como produtos oriundos da degradagao da lignina. Essas
substancias, portanto, estio amplamente distribuidas nos vegetais supe-
riores, possuindo valor quimiotaxonémico limitado (OTTO & SIMO-
NEIT, 2001). Acidos graxos, como os acidos palmitico (5) e estearico

O 0O (0] OH
OCH;
OH H OH
HO HO
o

OCH; OCH;
1. Acido benzdico 2. 4-Hidroxi-3-metoxi- 3. Acido vanilico 4. Isoeugenol
benzaldeido
0
OH

5. Acido palmitico

OH

6. Acido estedrico

Figura 3. Fendis, deidos carboxilicos e graxos identificados em ambares das bacias do

Amazonas, Araripe e Reconcavo por Pereira (2000).
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(6), quando encontrados em ambar, sugerem uma origem em graxas pre-
sentes nas folhas de vegetais superiores, também nio fornecendo infor-
macdes quimiotaxonomicas.

Alquis-benzenos, alquis-naftalenos e alquis-hidronaftalenos (Figura
4) sdo produtos diagenéticos originados de varias classes de sesquiter-
penoides e diterpenoides. Segundo Otto ez al. (2002), esses produtos
ndo podem ser associados a classes de terpenoides especificas, pois a es-
trutura basica das moléculas que os originaram foi severamente alterada
por oxidacido durante a diagénese. Sio muito comuns, principalmente
nas amostras de ambares mais antigas, como as do Cretaceo brasileiro,
por apresentarem alto grau de maturacio. Pereira ez al. (2009) e Carvalho
(1998) encontraram grande variedade dessas substancias em ambares
cretacicos das bacias do Amazonas, Araripe, Parnaiba e Reconcavo.

Os monoterpenos sdo importantes constituintes de resinas produzi-
das por coniferas. No entanto, sendo substancias muito volateis, rara-
mente sdo preservadas no ambar, ndo sobrevivendo as transformagdes
diagenéticas. Quando monoterpenos (Figura 5) como fenchona (25),
canfora (26), alcool fenchilico (27) e borneol (28) estdo presentes na
composicdo molecular dos ambares, € possivel que tenham ficado oclui-
dos na matriz ndo volatil da resina, que € suficientemente estavel e re-
siste aos processos de degradagio (ANDERSON ez a/, 1992). Dada a
sua ampla distribuicdo entre as gimnospermas, os monoterpenos nio sio
uteis como marcadores quimiotaxondmicos.

Entre as classes de diterpenoides presentes em coniferas, destacam-
se os labdanos, pimaranos e isopimaranos, abietanos regulares e fenoli-
cos, bem como kauranos e filocladanos (SIMONEIT ez al, 1986) (Figura
2). Essas classes de diterpenoides apresentam uma distribui¢do caracte-
ristica de acordo com a familia analisada (OTTO & WILDE, 2001)
(Tabela 1).
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Q0 0

7. Trimetil-butil-benzeno 8. Tetrametil-butil-benzeno 9. Trimetil-isopentil-benzeno

Iseadeanaicans

10. Tetrametil-n-pentil-benzeno 11. Dimetil-hexil-benzeno 12, Trimetil-hexil-benzeno

QO QO

13. Dimetil-heptil-benzeno 14. Dimetil-n-decil-benzeno

OO0 G G

15. Dimetil-naftaleno 16. Trimetil-naftaleno 17. loneno 18. Tetrametil-1,2,3 4-tetra-
hidronaftaleno

selocdeslesnn

19. Isopropil-trimetil- 20, Tetrametil- 21. Trimetil-n-butil- 22, Pentil-metil-
1,2,3,4-tetraid ftal 1,2-diidr fal 1,2,3,4-tetraidronaftaleno 1,2,3 4-tetraidronaftaleno
23. Hexil-metil- 24, Heptil-metil-
1,2,3,4-tetraidronaftaleno 1,2,3 4-tetraidronaftaleno

Figura 4. Alquis-benzenos, alquis-nafialenos e alquis-hidronafialenos identificados em
ambares brasileiros por Carvalho (1998) e Pereira (2006).
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(ﬁ) @x (b/: @rm

25. Fenchona 26. Cinfora 27. Alcool fenchilico  28. Borneol

Figura 5. Monoterpenos identificados em ambares brasileiros por Carvalho (1998) e
Pereira (2006).

Tabela 1.
Distribuicao de algumas classes de diterpenoides entre familias de
gimnospermas.
Terpenoides Pinaceae  Araucariaceae  Podocarpaceae  Cupressaceae
Labdanos

Pimaranos e isopimaranos
Abietanos regulares
Kauranos e filocladanos

> > U
> o o
oo O
SRR I R

Abietanos fendlicos

(a): Ocorréncia nas familias: P = Presente; A = Ausente.

No caso dos ambares analisados por Pereira er a/ (2009), foram re-
portados diterpenoides pertencentes as classes do pimarano, isopimara-
no e labdano, bem como abietanos regulares, kauranos e filocladanos
(Figura 6). Esse perfil quimico indicaria, a principio, que gimnospermas
das familias Araucariaceae, Podocarpaceae e Cupressaceae podem ter si-
do as possiveis produtoras das resinas que originaram os ambares. No
entanto, ndo foram detectados sesquiterpenoides da classe dos cedranos
e cuparanos em nenhuma das amostras. O a-cedreno (46), cupareno (47)
e acido cuparénico (48), por exemplo, sdo sesquiterpenos restritos a fa-
milia Cupressaceae (GRANTHAM & DOUGLAS, 1980) (Figura 7). Dessa
forma, sua auséncia nas amostras pode servir para descartar a familia

Cupressaceae como fonte botanica dos ambares.

271

Abordagem Quimiossistemética e Evolugao Quimica de Fanerégamas



0

Hooc -

29. 16,17-Bisnordeidro- 30, 7-O0x0-16,17,18-trisnorabicta- 31, Deidroabictano 32. Acido 16,17-bisnor-
abictano 8,11,13-trieno calitrissico
= COOH e COOH
‘COOH “cooH
33, Acido 16,17-bisnor- 34, Acido 14,15-bisnorlabda- 35, Acido 19-norlabda- 36. Acido 19-noragitico
deidroabiético 8(20),12-dien-18-dico 8(20),11-dien-15-dico

HooC * COoH cooH “COOH
37, Acido comiinico 38, Acide isopimara- 39, Acido isopimara- 40. Acido pimara-8-en-18-dico
8,15-dien-18-dico 8-en-18-dico

OH

_0H
41. a-Filocladano 42. Kauran-16-en-19-ol 43. Kauran-13-ol

Figura 6. Diterpenoides identificados em dmbares brasileiros por Pereira et al. (2009).

44. a-Cedreno 45. Cupareno 46. Acido cuparénico

Figura 7. Sesquiterpenos caracteristicos para a familia Cupressaceae, segundo Grantham
& Douglas (1980).
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Além disso, na caracteriza¢io da origem botanica do ambar, também
sdo utilizadas informagdes provenientes da paleobotanica e palinologia
por meio do registro fossilifero. Plantas fossilizadas e palinomorfas, pre-
sentes na mesma camada sedimentar em que os ambares sdo encontra-
dos, podem ser indicativas de possiveis origens para estes. Os sedimen-
tos onde os ambares das bacias do Amazonas, Araripe e Parnaiba foram
coletados apresentam grios de polen e folhas fossilizadas associados com
as familias Araucariaceae e Podocarpaceae, corroborando os resultados
obtidos pela analise quimica.

Com isso, a partir de dados quimiotaxonomicos e paleobotanicos, po-
de-se afirmar que as familias Podocarpaceae ou Araucariaceae estio entre
as possiveis produtoras dos ambares encontrados no Brasil reportados por
Pereira er al. (2009). Determinar uma tnica familia como produtora especi-
fica ndo € possivel, uma vez que as Gnicas evidéncias diretas e inequivocas
para determinacio de uma fonte botanica, em particular para o ambar, con-
sistem em lenhos fossilizados ou outras partes dos vegetais contendo resi-
nas nos tecidos nas quais estas sao sintetizadas (LANGENHEIM, 2003).

4. Conclusoes

A quimiotaxonomia é uma importante ferramenta para estudos bota-
nicos. Aplicada a Paleontologia, a quimiotaxonomia em conjunto com a
geoquimica organica subsidia os estudos de floras pretéritas a partir da
analise do ambar. A elaboracio de propostas quimiotaxondmicas para
ambares brasileiros é importante para a reconstru¢do da histéria da pro-
ducdo de resinas pelas gimnospermas em nossas bacias sedimentares.
Considerando que a maior parte das ocorréncias de ambar no Brasil é
proveniente do periodo Cretaceo, essa importancia torna-se ainda maior
se considerarmos o fato de que registros de resinas fosseis nesse perio-
do geologico sdo raros.
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