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RESUMO

SILVA, P. S. Verbenaceae da Serra do Cipd: Aspectos Biossistematicos,
Quimicos e Farmacoldgico. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Bioldgicas) —
Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal de Juiz de Fora, Juiz de Fora,
2008.

A familia Verbenaceae ocorre em praticamente todos 0s ecossistemas
terrestres, sendo uma das cinco familias mais importantes entre as eudicotileddneas
dos campos rupestres. A familia apresenta, aproximadamente, 2600 espécies
reunidas em 100 géneros com distribuicdo pantropical, com poucas espécies
ocorrendo nas regifes temperadas. Na Serra do Cipé sdo encontrados varios
géneros de Verbenaceae, destacando-se Aegiphila, Aloysia, Bouchea, Lippia,
Lantana, Stachytarpheta, Verbena e Vitex. Apesar de alguns géneros serem
bastante estudados, pouco se conhece sobre as espécies brasileiras. O objetivo do
presente trabalho foi aprofundar os estudos biossistematicos de Aeghipila
Ihotzkiana, Aeghipila sellowiana, Aloysia virgata, Bouchea fluminensis, Lantana aff.
fucata, Lantana fucata, Lippia aristata, Lippia aff. microphylla, Lippia martiana, Lippia
salviifolia, Stachytarpheta gesnerioides, Stachytarpheta glabra, Stachytarpheta
mexiae, Stachytarpheta procumbens, Stachytarpheta reticulata, Verbena litoralis e
Vitex polygama ocorrentes na Serra do Cip0, através de técnicas citogenéticas,
palinolégicas e por citometria de fluxo (Capitulo 1). Considerando o imenso potencial
medicinal atribuido a varias espécies do género, foram realizadas analises quimicas,
bem como ensaios bioldgicos, na busca por potenciais fontes de antioxidantes
naturais (Capitulo 2). Para quinze espécies das dezessete estudadas, este constitui
0 primeiro relato na literatura sobre sua caracterizagdo cromossdmica. Os niumeros
cromossOmicos variaram de 2n=24 a 2n=82. Adicionalmente, esse foi 0 primeiro
relato da estimativa do contetldo de DNA nuclear para todas as espécies em estudo,
variando de 1,14 pg a 10,35 pg. As descri¢des polinicas foram também inéditas para
quatorze espécies analisadas. A familia Verbenaceae mostrou uma grande variacdo
na estrutura da exina e na morfologia dos graos de pélen. Os tamanhos variaram de
P=20,59 ym / E=21,68 pum em a P=129,55 um / E=93,55 um. Este foi o primeiro
estudo dos componentes volateis para nove das espécies estudadas, sendo uma
fonte importante para pesquisas posteriores envolvendo ensaios biolégicos, uma vez
que muitos dos componentes majoritarios identificados possuem acéo bioldgica
comprovada. O estudo diferenciado de Stachytarpheta glabra conduziu a
purificagdo, ao isolamento e identificacdo dos compostos ipolamiida, acteosideo e
fulvoipolamiida, descritos pela primeira vez para a espécie. A atividade antioxidante
demonstrada pelos extratos etandlicos de Lippia e Lantana, provavelmente, deve-se
a acao dos compostos fendlicos, principalmente aos flavondides identificados na
triagem fitoquimica.

Palavras-chaves: Verbenaceae; citogenética; citometria de fluxo; pélen; componentes
volateis; atividade antioxidante; Serra do Cip6 - MG.



ABSTRACT

SILVA, P. S. Verbenaceae from Serra do Cip6: Biosystematics, Chemistrys and
Pharmacological Aspects. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Bioldgicas) —
Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal de Juiz de Fora, Juiz de Fora,
2008.

The Verbenaceae family is widely found in practically every terrestrial ecosystem. It is
one of the five most important families among the Eudicotyledonous of Campus
Rupestres. This family includes 2600 species and 100 genera with a pantropical
distribution with few species found in the temperate areas. At Serra do Cip6, several
genera of Verbenaceae were reported, such as Aegiphila, Aloysia, Bouchea, Lippia,
Lantana, Stachytarpheta, Verbena and Vitex. In spite of the study of some genera,
little is known about the Brazilian species. The objective of the present study was to
investigate, using a biosystematic approach, Aeghipila lhotzkiana, Aeghipila
sellowiana, Aloysia virgata, Bouchea fluminensis, Lantana aff. fucata, Lantana
fucata, Lippia aristata, Lippia aff. microphylla, Lippia martiana, Lippia salviifolia,
Stachytarpheta gesnerioides, Stachytarpheta glabra, Stachytarpheta mexiae,
Stachytarpheta procumbens, Stachytarpheta reticulata, Verbena litoralis and Vitex
polygama collected at Serra do Cip6, by cytogenetic, palinologic and flow cytometry
techniques (Chapter 1 ). Considering the medicinal potential attributed to several
species of the genus, chemical analyses, as well as biological tests were performed
in order to prospect for potential sources of natural antioxidants (Chapter 2). For
fifteen of seventeen species studied, this is the first report in the literature about the
chromosome characterization. The chromosome numbers ranged from 2n = 24 to 2n
= 84. Additionally, this was the first report of the the nuclear DNA amount for all
species studied, ranging from 1.14 pg to 10.35 pg. The pollen structure of fourteen
species analyzed was also reported for the first time. The Verbenaceae family
showed a wide variation of the exine structure and morphology of pollen grains. The
sizes ranged from P=20.59 ym / E = 21.68 ym to P = 129.55 ym / E = 93.55 pm. This
was the first study of the volatile components for nine of the studied species being an
important source for subsequent researches, once many of the major components
identified possess proven Dbiological action. The differentiated study of
Stachytarpheta glabra allowed the purification, isolation and identification of
compounds ipolamiide, acteoside and fulvoipolamiide, described for the first time for
the species. The antioxidant activity demonstrated by etanolic extracts of Lippia and
Lantana was, probably due to the action of phenolic compounds, especially the
flavonoids identified in the phytochemical screening.

Keywords: Verbenaceae; cytogenetic; chromosome number; flow cytometry; pollen; volatile
compounds; antioxidant activity; Serra do Cip6 - MG.
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20

INTRODUCAO GERAL

1 Campos rupestres

A diversidade biolégica tem que ser tratada mais seriamente como um recurso
global, para ser registrada, usada e, acima de tudo, preservada. Trés circunstancias
conspiram para dar a essa matéria uma urgéncia sem precedentes. Primeiro, 0
crescimento explosivo das populagdes humanas esta desgastando o meio ambiente
de forma muito acelerada, especialmente nos paises tropicais. Segundo, a ciéncia
esta descobrindo novas utilizagbes para a diversidade biolégica, que podem aliviar o
sofrimento humano. Terceiro, grande parte da diversidade estd se perdendo
irreversivelmente através da extincdo causada pela destruicdo de habitats naturais,
também de forma mais acentuada nos tropicos. Particularmente, o Brasil possui uma
das floras mais ricas do mundo com mais de 56.000 espécies (GIULIETTI et al.,
2005).

E neste cenario que grande destaque vem sendo dado aos campos rupestres,
0s quais abrigam elevado numero de espécies vegetais associadas a um alto grau
de endemismo. Segundo Giulietti et al. (2000), até o momento foram identificadas
para 0os campos rupestres cerca de 3 mil espécies de plantas vasculares distribuidas
em 130 familias, com possibilidade de que a estimativa final seja de cerca de duas
vezes este numero. De acordo com Munhoz e Proenca (1998), cerca de 33 familias
possivelmente sdo exclusivas dos cerrados de altitude ou campos rupestres (acima
de 900 m), e 12 familias, possivelmente, sdo exclusivas de campos rupestres.
Entretanto, ndo existe uma estimativa do nimero de espécies exclusivas de campos
rupestres brasileiros. Existem sim, numerosos casos de espécies endémicas com
ocorréncia em uma unica serra, ou em mais de uma serra de Minas Gerais e Goias
pertecentes a diferentes familias (ROMERO, 2002).

O complexo mosaico de tipos de vegetagdo que caracteriza a regiao dos

campos rupestres é resultado de variagcdes na topografia, declividade e orientagéo,
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além da natureza do substrato e do micro-clima resultante no local. S&o comuns
flutuacdes diérias extremas de temperatura e umidade, fortes ventos além de altos
niveis de insolacdo. Durante a estacdo seca, muitas regides sofrem o efeito de
gueimadas, o que favorece a selecdo de espécies adaptadas a resistir ao fogo
(GIULIETTI e PIRANI, 1988).

As espécies nos campos rupestres estdo associadas aos habitats especificos
dentro do mosaico de habitats, como um conjunto de algumas populacfes isoladas
entre si. As espécies distribuem-se em unidades especificas deste mosaico,
explorando determinados nichos. Estas unidades nos campos rupestres podem
estar distanciadas entre si por dezenas de metros ou por alguns quildmetros sendo
que, qualquer mudanca que cause uma diminuicdo ou impedimento do fluxo génico
entre estas subpopulacdes, pode levar a diferenciacdo e consequente especiacao
(VITTA, 2002). Estudos realizados nos géneros Proteopsis (Asteraceae) e
Pleurothallis (Orchidaceae) revelaram que as populacbes sdo geneticamente
estruturadas, com a presenca de alelos raros restritos a determinadas populactes
(BORBA e SEMIR, 2001; JESUS et al., 2001). Portanto, mesmo a extingdo de uma
Unica populagdo pode acarretar a perda significativa da variagdo genética e de
alelos potencialmente importantes.

A Cadeia do Espinhacgo possui uma longa historia de ocupacéo e exploracdo
de recursos minerais, mas por outro lado, a utilizacdo de seus recursos vegetais,
seja como alimento ou como medicamento, ainda é pouco explorada e conhecida.
De qualquer modo, muitos taxa presentes na regidao possuem um potencial genético
vasto (GIULIETTI, PIRANI e HARLEY, 1997). Familias como Verbenaceae,
Velloziaceae, Orchidaceae e Eriocaulaceae destacam-se pelo grande numero de
espécies endémicas, algumas inclusive com acdo medicinal comprovada e, muitas
vezes, sujeitas ao risco de extingcdo. De notavel relevancia nos cenarios nacional e
internacional, a Cadeia do Espinhaco abriga nascentes de diversos rios que drenam
para diferentes bacias, 0 que se constitui em um ecossistema Unico no contexto
mundial no que se refere a formacao geoldgica e floristica. Apresenta altissimo grau
de endemismo e 40% das espécies ameacadas do Estado de Minas Gerais. Esses
fatores, aliados a sua importancia como eixo de migracdes pré-historicas,
justificaram a recomendacédo, no workshop de 1998, da criacdo de uma Reserva
Biosfera que englobe todo o maci¢co do Espinhaco (DRUMMOND et al., 2005).

Além do uso medicinal, algumas plantas provenientes deste ambiente sao
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amplamente utilizadas na fabricacdo de pincéis, vassouras e até como combustivel.
Algumas como as “sempre-vivas” sdo largamente exploradas em funcédo do
interesse ornamental. Tais usos ndao sado importantes apenas para a comunidade
local, mas também garantem que a vegetacdo nativa seja vista como um bem
valioso. Sendo assim, existe a necessidade urgente de catalogar as plantas Uteis da
area, de testar seus efeitos e suas propriedades de forma ndo somente a dividir este

conhecimento, mas também, para elaborar estratégias de conservacao.

2 A Serrado Cipo

A Serra do Cip6 estéa localizada na por¢ao sul da Cadeia do Espinhaco, ou
Serra Geral, entre os paralelos 19°10’-19°20°S e 43°30’-43°40'W, e engloba seis
municipios de Minas Gerais: Jaboticatubas, Santana do Riacho, Morro do Pilar,
Itambé do Mato Dentro, Itabira e Nova Unido. A porcéo sul da Cadeia do Espinhaco,
atua como divisor de aguas de trés grandes bacias inseridas cada uma nos grandes
biomas do sudeste do Brasil: a leste, a Bacia do Rio Doce, dominio da Mata
Atlantica; a oeste, o Rio Sdo Francisco no Cerrado; a norte, a Bacia do
Jequitinhonha na Caatinga (Figura 0.1). Trata-se de uma area cuja geologia,
vegetacdo e fauna formam um ecossistema Unico no planeta, sendo um importante
centro de endemismo e de biodiversidade ainda muito pouco explorado
cientificamente (DAVIES et al., 1997). Os campos rupestres desta formacdo sao
tidos como centro mundial de especiacéo das familias Eriocaulaceae e Velloziaceae,
como também de subdivisbes de certas familias como Rubiaceae e
Melastomataceae (EITEN, 1992).
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Figura 0.1: Localizacdo da Cadeia do Espinhaco (areas acima de 1000 m), seus
principais macicos nos estados de Minas Gerais e Bahia (leste do Brasil) e as bacias
hidrogréficas (fonte: DAVIES et al., 1997).

A origem geologica da Serra do Cipé data do Paleozdico, ha cerca de 1,7
bilhdes de anos, por soerguimentos sucessivos, e caracteriza-se por altitudes de 800
a 1400 m. Os solos da Serra e de toda a Cadeia do Espinhago sao normalmente
rasos, arenosos e afloram por toda parte as rochas, que séo normalmente quartzitos
e arenitos, provavelmente formados pela consolidacdo da areia depositada no fundo
do antigo oceano (JOLY, 1970). Moreira (1965) atribuiu o relevo muito acidentado ao
fato de serem rochas muito antigas e que sdo intensamente trabalhadas pela erosao
diferencial. Devido ao intemperismo, as rochas vulcanicas e filiticas produzem um
solo argiloso, avermelhado e as rochas quartziticas um solo arenoso, freqiente em

toda a extensao da Cadeia do Espinhaco.
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Na vertente leste da Serra destaca-se a vegetacdo de Mata Atlantica e, na
oeste, o Cerrado. Possui na sua por¢cdo mais alta, com substrato rochoso mais
comum, o quartizito, onde se desenvolve o campo rupestre (RIBEIRO e WALTER,
1998). Na sua regido de baixada, vertente oeste, fica caracterizado o cerrado
propriamente dito, apresentando areas abertas (campos) e matas de galeria.

O clima da regido € do tipo mesotérmico (Cwb de Kodppen) com estacdes
seca e chuvosa bem definidas e precipitacdo anual em torno de 1400 mm
(MARQUES et al., 2000). A temperatura da regido tem pouca variagcdo anual e
mensal, mas a precipitagdo mostra-se com larga variagdo. Ocorrem quatro periodos
estacionais bem definidos: a estacdo seca de maio a setembro; a estacdo chuvosa
de novembro a janeiro; a estacao pds-chuvosa de fevereiro a abril e a estacéo pos-
seca em outubro (MADEIRA e FERNANDES, 1999).

3 A Familia Verbenaceae: caracterizacao, distribuicdo e importancia econémica

A familia Verbenaceae ocorre em praticamente todos 0s ecossistemas
terrestres, sendo uma das cinco familias mais importantes entre as eudicotileddneas
dos campos rupestres. De acordo com Cronquist (1981), a familia apresenta,
aproximadamente, 2600 espécies reunidas em 100 géneros com distribuicédo
pantropical, com poucas espécies ocorrendo nas regides temperadas. No Brasil,
ocorrem 22 géneros e aproximadamente 296 espécies (BARROSO et al., 1986).
Atualmente, a circunscricdo desta familia e de Lamiaceae foi redefinida, com a
restricdo das Verbenaceae apenas para o que tradicionalmente era conhecido como
sendo a subfamilia Verbenoideae (SOUZA e LORENZI, 2005). Uma vez que nosso
trabalho baseou-se no levantamento floristico da familia Verbenaceae da Serra do
Cip6 realizado por Salimena-Pires e Giulietti (1998), seguimos a classificacdo de
Cronquist (1981).

Dentro da familia, sdo encontradas ervas, subarbustos, lianas ou arvores. As
principais caracteristicas morfolégicas sao folhas opostas ou verticiladas, simples ou

compostas. Flores mondclinas ou diclinas por aborto, reunidas em inflorescéncias
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racemosas ou cimosas, bracteas membranaceas ou foliaceas, verdes ou coloridas,
planas, cbncavas, carenadas; célice gamossépalo, tubuloso, campanulado ou
cilindrico, denteado ou lobado; corola gamopétala, actinomorfa ou zigomorfa,
infundibuliforme ou hipocraterimorfa, tubo reto ou curvo, limbo 5-lobado, raro 4-8-
lobado; estames 4, alternos com lobos da corola, freqientemente didinamo ou 2
perfeitos e 2 estaminddios; gineceu 2-4 carpelar, um dos carpelos geralmente
obortivo; ovario supero; ovulos 1 pro léculo, anatropos; estilete terminal, geralmente
bifido, estigma capitado ou obliquo, lateral e decurrente. Fruto drupa ou
esquizocarpo. Semente sem endosperma.

Na Serra do Cip6 sédo encontrados varios géneros de Verbenaceae, destacando-
se Aegiphila, Aloysia, Bouchea, Lippia, Lantana, Stachytarpheta, Verbena e Vitex.

O género Aegiphila se distribui por diversas regides da América do Sul, com
espécies da Guiana até o Rio de Janeiro (PIO CORREA, 1926), apresentando cerca
de 120 espécies (STEVENS, 2006). A espécie Aegiphila sellowiana, no Brasil, tem
sua madeira utilizada para confeccéo de objetos de uso do cotidiano devido ao fato
de ser leve e de ter alta durabilidade (LORENZI, 1992). Uma vez que diversas
espécies apresentam distribuicAo amazénica (SOUZA e LORENZI, 2005), A.
sellowiana seria uma alternativa de grande importancia no reflorestamento
heterogéneo de areas degradadas. Algumas espécies do género sdo conhecidas
como tamanqueira e empregadas na medicina popular para tratamento emergencial
de individuos picados por cobra (PIO CORREA, 1926; LEITAO et al., 1994),
enguanto seus frutos sdo empregados para o tratamento da escabiose e pediculose
(LEITAO et al., 1996).

O género Aloysia foi descrito por Ortega e Patau em 1807 e apresenta-se
amplamente distribuido nas Américas, desde o Sul dos Estados Unidos e México até
o0 norte da Patagbnia, reunindo, aproximadamente, 40 espécies (BOTTA, 1979;
TRONCOSO, 1980; OLIVEIRA et al., 2005). As espécies incluidas no género
apresentam ampla semelhanca com o género Lippia, criando varios sistemas de
classificagcdo na familia (SALIMENA-PIRES, 1991), ora reunidos em Lippia, ora
separados em Aloysia. Dentro do género ha relatos de espécies com propriedades
medicinais, cujos constituintes quimicos possuem propriedades digestiva,
estimulante, antigripal, antiespasmédica, antimalérica, além da utilizacdo industrial
de sua madeira na fabricagdo de implementos agricolas (TRONCOSO, 1974,
LOPEZ-PALACIOS, 1977; BOTTA, 1979; BONZANI, FILLIPA e BARBOZA, 1997;
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ANDRADA, PASTORIZA e MARTINEZ-PULIDO, 1998; BAELMANS et al., 2000;
SANDERS, 2001). Zamorano-Ponce et al. (2006) reportaram que a infusdo das
folhas de A. triphylla possui propriedades antigenotoxicas devido a acdo de
compostos polifendlicos. A. polystachya tem sido utilizada para o tratamento de
doencas respiratorias e gastrointestinais (HELLION-IBARROLA et al., 2005).

O género Bouchea é limitado em sua distribuicdo e ocorre, principalmente, no
hemisfério oriental, compreendendo cerca de 15 espécies (ROMERO et al., 2002).
No Brasil, as espécies desse género sdo usadas em medicina popular como
antiemético e no tratamento de distarbios gastricos (PIO CORREA, 1926;
SCHAPOVAL et al., 1998). Foi reportado por Schuquel et al. (1996) a ocorréncia de
esterdides glicosidios e iridéides nas folhas de B. fluminensis. O extrato da parte
aérea demonstrou atividade antiinflamatdria, ao inibir a inflamacdo aguda, além de
efeitos analgésicos periférico e central (COSTA et al., 2003).

Atualmente, o género Lantana, descrito por Linnaeus em 1753, compreende
cerca de 150 taxa (STEVENS, 2006). A maioria das espécies desse género é nativa
das américas tropical e subtropical, havendo poucos taxa na Asia e Africa
(MOLDENKE, 1973). Esta distribuicdo foi ampliada pelo cultivo de varias espécies
sob centenas de nomes vulgares (GHISALBERTI, 2000). Destaca-se por apresentar
espécies com diversas propriedades medicinais, como estomaquica, estimulante,
febrifuga, sudorifera e bronco-dilatadora. Existem relatos da utilizacdo de espécies
para controle biolégico de insetos e como repelente, além do uso terapéutico no
combate a doencas como céancer, malaria e Ulceras, tratamento da hanseniase,
gonorréia e angina (SILVA et al.,, 2005). O género possui ainda espécies com
propriedades toxicas e outras com caracteristicas ornamentais (LOPEZ-PALACIOS,
1977; WEENEN et al., 1990; HERBERT e MAFFRAND, 1991; MORTON, 1994; DUA
et al.,, 1996; BROUGHTON, 2000; GHISALBERTI, 2000; PEREIRA e BARRETO,
2001; SANDERS, 2001; DAY e MCANDREW, 2002; SOUZA e LORENZI, 2005).
Para a espécie L. trifolia foram relatadas atividades antiinflamatorias,
antinociceptivas (SILVA et al., 2005) e antimicobacteriana (LEITAO et al., 2006),
enquanto L. camara revelou atividade antimalarica (CARRILLO-ROSARIO e DIAZ
DE RAMIREZ, 2006) e eficacia no tratamento de doengas como tétano, reumatismo
e ataxia das visceras (VERMA e VERMA, 2006). Ja os 0leos essenciais extraidos de
L. achyranthifolia e L. aculeata apresentaram atividade antimicrobiana (SAXENA e
SHARMA, 1999;: HERNANDEZ et al., 2005). Nos UGltimos anos, também tém sido
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realizados estudos sobre a utilizacdo da biomassa de espécies do género para o
desenvolvimento de moveis, cestos e adubo (VARSHNEY et al., 2006).

O género Lippia é composto por cerca de 200 espécies (STEVENS, 2006) de
ervas, arbustos e pequenas arvores, distribuidas, principalmente, no Brasil, México,
América Central, Africa, Paraguai e Argentina (TRONCOSO, 1974). Um dos
principais centros de diversidade do género esté localizado na Cadeia do Espinhacgo
(SALIMENA, 2000). No entanto, existem muitos problemas taxonémicos envolvendo
as espeécies do género, uma vez que alguns autores consideram varios outros
géneros com caracteristicas comuns as espécies de Lippia. Diversas espécies sédo
empregadas na medicina popular e muitas apresentam propriedades medicinais
comprovadas cientificamente. Pessoa et al. (2005) detectaram acao antibacteriana
moderada do Oleo essencial de Lippia aff. gracillis, o que justifica seu emprego na
medicina popular como antimicrobiano e antiséptico. O extrato etandlico de Lippia
dulcis apresentou atividade antiinflamatéria em véarios modelos animais estudados
por Pérez et al. (2005). Viljoen et al. (2005) observaram a reducao na populacdo de
Klebsiella pneumoniae, Cryptococcus neoformans e Bacillus cereus quando
submetidas ao Oleo essencial da espécie sul-africana L. javanica. Da mesma forma,
0 Oleo essencial extraido de folhas e flores de L. chevalieri, apresentou atividade
antibacteriana e antifingica (MEVY et al., 2007). Os constituintes quimicos de L.
alba, uma das espécies mais bem estudadas do género, demonstraram acéo
sedativa, miorelaxante, antiespasmaodica, emenagoga e estomaquica (GOMES et al.,
1993; VALE et al., 2002; ZETOLA et al., 2002; c.p. OLIVEIRA et al., 2006). Na
medicina popular é utilizada como antipirético e antiinflamatorio, além de ser usada
para tratamento de gripe, desordens hepéticas e menstruais, infeccbes cutaneas,
diarréia, reumatismo e hipertensdo (MORTON, 1981; GIRON e CACERES, 1994; DI
STASI et al., 1994; TAVARES et.al., 2005). A potente atividade antiulcerogénica de
L. alba foi demonstrada pela inibicho da ulceracdo gastrica, induzida por
indometacina, através da administracao oral da infusdo da planta (PASCUAL et al.,
2001a). L. alba foi também ensaiada para tratamento da deficiéncia cognitiva que
acomete os portadores da Doenca de Alzheimer. O extrato etandlico das folhas
inibiu 12% de atividade da acetilcolinesterase (TREVISAN e MECADO, 2003). Ja o
extrato aquoso de L. sidoides é dotado de acentuado efeito antimicrobiano,
antiinflamatorio e cicatrizante (COSTA et al.,, 1998). O 6leo essencial extraido de

suas folhas apresenta potencial efeito contra larvas de Aedes aegypti (CARVALHO
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et al., 2003) e Culex quinquefasciatus (COSTA et al., 2005), além de demonstrar
propriedade gastroprotetora, antioxidante, antiinflamatéria topica (MONTEIRO et al.,
2007) e antinociceptiva (MARCAL et al., 2006). Recentemente, foi demonstrado o
seu efeito antimicrobiano contra patdgenos orais, importantes no desenvolvimento
de caries e doencas periodontais (BOTELHO et al., 2007). Além disso, Oliveira et al.
(2006a) demonstraram destacavel efeito anti—-Staphylococcus aureus do 6leo
essencial de L. sidoides, notado por grandes halos de inibi¢cdo das bactérias isoladas
de material clinico. Os componentes de L. multiflora, mostraram-se ativos para
tratamento da malaria (VALENTIN et al., 1995) e hipertensdo (NOAMESI, 1977,
CHANH et al., 1988), sendo também eficazes no combate a sarna (OLADIMEJI et
al., 2000). Além disso, o Oleo essencial proveniente de suas folhas, demonstrou
significativa atividade antibacteriana e antifangica (OLADIMEJI et al., 2004),
analgésica e antipirética (ABENA et al., 2003). L. dulcis é bem estudada, sendo
usada, principalmente, no tratamento da tosse, bronquite e asma (COMPADRE et
al., 1986). De suas folhas foi extraido a hernandulcina, uma substancia 1000 vezes
mais doce que a sacarose (PASCUAL et al., 2001b; PEREZ et al., 2005).

No Brasil, os estudos farmacolégicos vém sendo, principalmente, realizados
com L. alba e L. sidoides, havendo relatos escassos sobre as demais espécies
nativas.

Leitdo et al. (2006) demonstraram o efeito antimicobacteriano de duas
espécies de Lippia nativas do Brasil. Fragdes em hexano e diclorometano de L.
lacunosa e L. rotundifolia exibiram acentuado efeito contra o Mycobacterium
tuberculosis.

Além das propriedades medicinais, as folhas da maioria das espécies sao
utilizadas na preparacéo de alimentos (MORTON, 1981), enquanto outras, como L.
origanoides, vém sendo utilizadas no reflorestamento de areas degradadas pela
mineracdo. Na Venezuela, por exemplo, essa espécie tem sido usada como espécie
pioneira em regides de minério de ferro que foram desativadas ou abandonadas,
apresentando-se extremamente adaptada a regides de minério com seus solos
acidos e pedregosos (GUEVARA, ROSALES e SANOJA, 2005).

O género Stachytarpheta foi primeiramente descrito por Vahl. (1804) com 12
espécies. Hoje, relne aproximadamente 133 espécies, a maioria exclusivamente do
Novo Mundo - apenas S. indica ocorre no Velho Mundo (ATKINS, 2005). Foram

registradas 10 espécies na Coldombia, 8 nas Guianas, 7 no Peru, Equador e
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Paraguai, 5 na Argentina e 24 na América Central. O género foi revisado para o
Brasil, onde a maioria das espécies € endémica, concentrada nos estados de Goias,
Minas Gerais e Bahia, e esta representado por 79 espécies, incluindo taxa infra-
especificos (ATKINS, 2005). A Cadeia do Espinhaco é o centro de diversidade do
género, abrigando mais da metade das espécies (ATKINS, 2005). A principal
importdncia econdmica deste género esta relacionada a utlizacdo de algumas
espécies na medicina popular (PIO CORREA, 1926; SCHAPOVAL et al., 1998).
Lépez-Palacios (1977) citou a utilizacao de folhas de S. jamaicensis para tratamento
de Ulceras ou como similares ao cha chinés com propriedades tonicas e febrifugas.
A mesma espécie é citada por Chariandy et al. (1999) como antimicrobiana e
inseticida. Uma das espécies mais estudadas € S. cayennensis que tem sido
amplamente usada como estimulante das funcdes gastrointestinais, antitérmica,
diurética e emoliente, eficiente para tratamento de disfun¢des hepaticas crénicas
incluindo hepatite, desordens renais, helmintiases, hipertensdo e para promover a
transpiragcdo (LORENZI e MATOS, 2002; PENIDO et al., 2006). Além destes ha
relatos de sua utilizagdo como antiinflamatorio e antiulcerogénico (PENIDO et al.,
2006), como inibidor da acidez gastrica (VELA et al., 1997) e como antidiarréico
(ALMEIDA et al., 1995). S. elatior apresenta propriedades terapéuticas similares
aguelas descritas para S. cayennensis (LORENZI e MATOS, 2002).

Aproximadamente 250 espécies constituem o género Verbena, com
distribuicao tropical e subtropical (STEVENS, 2006). Em geral, sdo ervas perenes ou
anuais e com flores bissexuais (MACFARLANE et al., 2002). Na medicina popular,
esse género tem destacado uso para tratamento da diarréia, febre, desordens
gastrointestinais e algumas doencas sexualmente transmissiveis. Para a espécie V.
officinalis destaca-se a propriedade antiinflamatéria (DEEPAK e HANDA, 2000),
enquanto os iridéides isolados das partes aéreas de V. litoralis demostram atividade
antibactericida e de modificagcdo do peristaltismo intestinal (CASTRO-GAMBOA e
CASTRO, 2004).

O género Vitex reune cerca de 250 espécies com distribuicdo pantropical,
apesar de possuir poucos representantes na Asia e Europa (STEVENS, 2006). No
Brasil, o Unico trabalho realizado, inventariou 10 espécies (SCHAUER, 1847). Os
constituintes quimicos de algumas espécies de Vitex tém sido usados como
antiinflamatérios (GAIDHANI, SAHNI E SRIVASTANA, 2001), antimicrobianos
(RAGASA et al., 1999), para o tratamento de desordens hepaticas (SRINIVAS et al.,
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1999) e estomacais (GAIDHANI et al., 2000). A atividade do extrato das cascas de

V. cooperi contra o M. tuberculosis foi demonstrada por Leitédo et al. (2006).
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OBJETIVO GERAL

Aprofundar os estudos biossistematicos, avaliar a constituicdo quimica e o

potencial antioxidante das espécies da familia Verbenaceae ocorrentes na Serra do

Cip0, Minas Gerais.
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CAPITULO 1

BIOSSISTEMATICA DE ESPECIES DE VERBENACEAE DA SERRA

DO CIPO

1 INTRODUCAO

1.1 Caracterizacéao citogenética

O completo conhecimento da distribuicdo do numero cromossdmico em
angiospermas € de Iimportancia basica para a pesquisa taxonbmica e
biossistematica (COLEMAN, 1982). A distincdo morfolégica entre plantas
morfologicamente similares € contraditoria, muitas vezes, em funcdo da auséncia de
caracteres que auxiliem nessa tarefa. Com isso, a analise citogenética tem sido
extensivamente reconhecida como uma ferramenta auxiliar para a taxonomia de
plantas, visto que o numero cromossdmico nao € influenciado por fatores
ambientais, constituindo, portanto, um bom referencial para a caracterizacdo de
espécies, assim como para o entendimento da evolucdo das mesmas (STEBBINS,
1971; SHAN, YAN e PLUMMER, 2003). Desta forma, € crescente o namero de
trabalhos que utilizam a citogenética como ferramenta auxiliar a taxonomia (SANZO,
2003; SMARDA e KOCI, 2003; CONTERATO et al., 2006).

No que diz respeito a familia Verbenaceae, varios problemas taxonémicos
envolvendo algumas espécies do género tém sido relatados. Como resultado, essas
plantas sdo frequentemente classificadas de forma incorreta, o que dificulta a

determinacdo do numero de espécies por género, bem como a determinacdo da
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distribuicdo geografica (SILVA, 1999; SALIMENA, 2002). Do ponto de vista
citogenético, especificamente sobre os géneros em estudo, existem alguns relatos,
mas muito pouco sobre as espécies brasileiras.

No género Aloysia, seis espécies foram estudadas, tendo-se encontrado
2n=36 para A. polistachya e A. virgata (ANDRADA et al.,1998; BRANDAO et al.,
2006) e A. ligustrina , 2n=54 para A. gratissima e A. lycioides (CORAZZA-NUNES et
al.,1995; ANDRADA, PASTORIZA e MARTINEZ-PULIDO, 1998) e 2n=72 para A.
scorodonioides. Os ndmeros cromossOmicos encontrados sugerem um numero
basico de x=9 para o0 género (CORAZZA-NUNES et al.,1995).

Para o0 género Bouchea, apenas uma espécie foi caracterizada
citogeneticamente com 2n=40. Assim, Sanders (2001) prop6s a hipGtese de x=5
para o género.

O género Lantana, dentro da familia Verbenaceae, € o mais estudado do
ponto de vista citogenético. A classificacdo taxonémica do género é dificil devido a
instabilidade das espécies e hibridacdo muito disseminada. Populacdes do complexo
Lantana camara na Africa do Sul foram estudadas por Spies (1983, 1984) que
admitiu haverem hibridacdes potenciais dentro do complexo. O mesmo autor aplicou
métodos de taxonomia numérica aos dados citotaxondmicos desse complexo e
delimitou 11 citogrupos e trés niveis de ploidia. Sanders (1987a) fez estudos
cromossdmicos em espécies de Lantana do Caribe, identificando tripldides, como
resultado de hibridacao entre taxa dipléide e tetrapléide. Nesse mesmo ano, Sanders
(1987b) ainda apresentou os seus estudos de campo com plantas cultivadas de L.
depressa e L. ovatifolia. Através da morfologia das espécies e dos numeros
cromossOmicos foi detectada a existéncia de hibridos tripléides e tetrapléides entre
elas. Outros estudos no género revelaram que 0s numeros somaticos variam de
2n=22 a 2n=72, quando cerca de 12 espécies foram analisadas. Além dessa
variacao interespecifica, o numero cromossGmico varia dentro de uma mesma
espécie, como em L. camara, onde foram reportados 2n=22, 33, 44 e 55 (SEN e
SAHNI, 1955; SINGH, 1951; TANDON e CHANDI, 1955). Adicionalmente, a
presenca de polipléides reforcou a hipotese de hibridacbes naturais dentro do
género. Analisando esses hibridos, os autores concluiram que em Lantana o nimero
bésico deve ser x=11 ou 12 (SANDERS, 1987a,b; OJHA e DAYAL, 1993). Por outro
lado, Sinha, Sinha e Sharma (1995) estudaram 20 populac¢des de Lantana na india e

encontraram numeros somaticos que variaram de 33 a 55 cromossomos e sugeriram
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um numero bésico de 11 cromossomos.

Com relacdo ao género Lippia, alguns estudos citogenéticos reportaram o
namero cromossémico hapléide de 12, 15, 16 e 18 (ANDRADA et al., 1998; BOSE e
SHOUDHURY, 1960; COLEMAN, 1982; FILIPPA, 1984). No Caribe e na india,
algumas espécies apresentaram uma variacdo de 2n=18 a 2n=36 (CHOUDHARY e
ROY, 1983; SANDERS, 1987a). No Brasil, um trabalho foi realizado por Viccini et al.
(2006). Eles estudaram, pela primeira vez, 14 espécies de diferentes secdes de
Lippia na Cadeia do Espinhaco, e observaram que a maioria das espécies apresenta
um numero hapldide entre 10 e 14 cromossomos. O ndmero cromossémico das
espécies demonstrou estreita relacdo com as secdes taxondmicas a que cada uma
delas se encontra. A secdo mais complexa do ponto de vista taxondmico, Zapania,
também mostrou maior variacdo no numero cromossémico de n= 10 a n= 28
cromossomos. Estes resultados, segundo Viccini et al. (2006) estdo em
conformidade com a variada morfologia da secdo, que apresenta diferentes padrbes
de inflorescéncias.

No género Stachytarpheta, Munir (1992) citou Fedorov (1974) como
reportando 2n=18 em S. cayanensis e 2n=160 em S. indica. Mais tarde, Sanders
(2001) investigou o complexo S. cayanensis tendo sido encontrada uma série
polipldide com 2n=18, 48, 56, 112 e 160, provavelmente, resultante de diferentes
variedades.

Estudos sobre citologia e hibridacdo de varias espécies de diferentes secdes
do género Verbena foram realizados por Dermen (1936), onde foi registrado o
namero basico de x=5 para o género. Tal resultado reforca os dados encontrados
por Arora (1978), ao descrever 10 cromossomos para a maioria das 13 espécies
investigadas. Diferentemente, outros relatos apontam para nimeros cromossémicos
somaticos iguais a 14, 28, 42 e 56 sendo 2n=14 o numero mais frequente. Esses
dados sugerem que o numero basico do género deva ser x=7 (SANDERS, 2001).

Para o0 género Vitex, poucos estudos citogenéticos foram realizados. Os
nameros cromossémicos dipldides variam de 16 a 64, sugerindo que, para o género,
0 numero basico seja de x=8 (DIIKGRAAF, LEWIS e MITCHELL, 1995).
Recentemente, Yuyama, Cavalheiro e Vanzela (2006) realizaram um estudo com
Vitex montevidensis proveniente do sul do Brasil e descreveram 2n=34
Cromossomos.

Sobre o género Aegiphila, ndo foram publicados estudos citogenéticos. Cabe
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ressaltar que, mesmo para 0s géneros estudados, nao existe relato sobre a

caracterizagao citogenética da maioria das espécies brasileiras.



36

1.2 Analise do conteddo de DNA nuclear

As tentativas iniciais para estimar as quantidades de DNA no nucleo celular
precedem sua descoberta como material central na hereditariedade (DOLEZEL e
BARTOS, 2005). Atualmente, a citometria de fluxo tem sido muito utilizada para
estimar o conteudo de DNA. A aplicacdo da citometria de fluxo nos estudos com
plantas, é marcadamente, inferior aquelas com humanos e animais. Embora o
primeiro artigo utilizando a técnica em plantas tenha sido publicado em 1973
(HELLER, 1973), a técnica foi desenvolvida em poucos laboratérios até o inicio da
década de 1980. A emergéncia da citometria de fluxo em plantas ocorreu mais tarde,
em 1983, quando Galbraith e seus colaboradores desenvolveram um método rapido
e simples para o isolamento dos nucleos a partir de tecidos vegetais. Uma vez que a
técnica permite rapida estimativa do DNA nuclear (DOLEZEL, 1991), é também
usada como ferramenta para a taxonomia de plantas através da avaliacdo do nivel
de ploidia, em plantas individuais ou em populacbes de plantas, ou pela
determinac&o do tamanho do genoma (DOLEZEL e BARTOS, 2005).

Nas angiospermas, a quantidade de DNA nuclear varia até 2 mil vezes, de
0,065 pg em Gensilea aurea e G. margaretae (Lentibulariaceae) a 127,4 pg em
Fritillaria assyriaca (Liliaceae) (Tabela 1.1). Dentro de um mesmo género, a
quantidade de DNA também pode variar, estando associada, na maioria das vezes,
com o nivel de ploidia ou ainda, presenca de heterocromatina ou cromossomos
extranumerarios (RESS, 1972).

Do ponto de vista préatico, a determinacdo da quantidade de DNA nuclear
pode complementar ou substituir a contagem cromossomica, especialmente quando
se trabalha com um numero muito grande de individuos, como por exemplo, em
bancos de germosplasma ou analises de melhoramento genético (SCHIFINO-
WITTMANN, 2001). A determinacdo do numero de cromossomos é uma técnica
relativamente simples, no entanto, demorada. Sua substituicdo por uma técnica mais
rapida, com indicacao do nivel de ploidia com um grau aceitavel de precisao, permite
ampliar a capacidade de geracéo de dados de alguns estudos, como na manutencgéo
de germoplasma ou na selecdo nas progénies de cruzamentos (SCHIFINO-
WITTMANN, 2001).
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O valor-C de DNA, ou seja, a quantidade de DNA em um nucleo haploide nédo
replicado, expresso em picogramas ou pares de megabases (1pg = 978 Mpb), é um
carater de significado biolégico fundamental e o conhecimento da quantidade de
DNA nuclear de um grupo de organismos pode ser Gtil em varios campos, como na
biologia molecular e celular, ecologia, fitogeografia e sistematica (BENNET e
LEITCH, 1995).

Apesar da importancia, os valores-C sdo conhecidos para uma pequena
fracdo de todas as espécies de plantas, conforme demonstrado na Tabela 1. Desde
1950, aproximadamente 10 mil estimativas do valor-C foram realizadas cobrindo
cerca de 4.700 espécies (BENNETT e LEITCH, 2005).

Tabela 1.1 — Descricéo estatistica (min-minimo, max-maximo e média) do conteudo
C de DNA nos maiores grupos vegetais, juntamente com o numero que essas

espécies representam dentro de cada grupo. Fonte: adaptado de Loureiro, 2007.

. o Ne de N° de Espécies com
Min  Max Meédia . .
Grupo vegetal espécies espécies valor-C

(Pg) (Pg) (Pg) com valor-C conhecidas determinado (%)

Briofitas 0,085 6,42 0,54 176 ~18000 =1,0
Pteriddfitas 0,16 72,68 12,93 67 =~11900 =0,6
Gminospermas 2,25 32,2 16,99 207 =730 =28,4
Angiospermas 0,065 127,4 6,30 4427 ~250000 ~1,8

Diante do pequeno numero de espécies vegetais cujo valor-C é conhecido,
apenas 1,8% das angiospermas, o 2° workshop sobre o tamanho do genoma em
plantas, realizado em Kew, em 2003, idealizou que 75% das espécies tivessem seus
valores-C estimados até 2008/2009. Este objetivo, no entanto, ainda esta longe de
ser alcancado (LOUREIRO, 2007).

Dentro da familia Verbenaceae, o valor-C foi estimado para Lantana camara
(2,75 pg), Tectona grandis (0,48 pg), Vitex neguno (1,62 pg) e Vitex pinnata (1,44
pg) (BENNETT e SMITH, 1995; 2005; ZONNEVELD, LEICH e BENNETT, 2005) néo

havendo relato para as espécies brasileiras.
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1.3 Palinologia

Os primeiros trabalhos de descricdo polinica datam do inicio de 1800,
desenvolvido por Kolreuter (1811), seguido por Purkinje (1830) e Bischoff (1833). No
entanto, as investigacdes da morfologia polinica e suas relagbes com a taxonomia
foram iniciadas mais tarde. Ao que parece, Steetz (1864), Bentham (1873) e
Erdtman (1945, 1952, 1963, 1966). foram os precursores no emprego da palinologia
como subsidio a taxonomia. Na familia Verbenaceae, € pequeno o numero de
estudos palinologicos diante da importancia taxonémica, numérica e econbémica da
familia. As principais contribuic6es foram publicadas por Raj (1983), ao investigar as
caracteristicas do pélen de 226 espécies distribuidas em 68 géneros. Uma vez que
na familia Verbenaceae ocorrem vérios problemas taxonémicos, a palinologia torna-
se um importante instrumento para a elucidacédo desses problemas, além da valiosa
contribuicdo no estudo biossistematico da familia. Diferentemente das caracteristicas
morfolégicas, utilizadas como parametros taxondmicos, a morfologia polinica é
pouco influenciada por alteracbes ambientais, sendo bastante estavel. Por essa
razao tem sido empregada amplamente na Taxonomia Moderna e em outras areas
do conhecimento, permitindo caracterizar familias, géneros e espécies vegetais
(MELHEM, 2006).



39

2 OBJETIVOS

Contribuir para o estudo biossistematico de espécies de Verbenaceae da Serra
do Cipé através da caracterizagdo do numero cromossdmico por técnica
citogenética, estimativa da quantidade de DNA nuclear por meio da citometria de

fluxo e descricdo polinica por Microscopia de Luz (ML) e Microscopia Eletrénica de

Varredura (MEV).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta do material vegetal

De acordo com os registros de herbério, foram realizadas coletas de material
vegetal na Serra do Cipo, na APA do Parque Nacional da Serra do Cip6 (Figura 1.1
a, b). Os pontos de coleta basearam-se no levantamento floristico de Verbenaceae
da Serra do Cip0 realizado por Salimena-Pires e Giulietti (1998). Foram realizadas
quatro coletas que ocorreram em agosto de 2004, marco de 2005, setembro de 2005
e fevereiro de 2006. Os exemplares “Voucher” de cada coleta foram incorporados ao
herbario CESJ - ICB/UFJF, conforme as técnicas usuais. Dependendo do niamero de
individuos encontrados em cada populacdo, foram coletadas plantas adultas
(contendo parte aérea e subterranea) que foram transplantadas para a Estacdo de
Experimental de Plantas (EEP) da UFJF Quando disponiveis, foram coletadas
sementes e inflorescéncias imaturas para serem utilizadas nos estudos citogenéticos
e palinolégicos.

As dezessete espécies estudadas neste trabalho sdo mostradas na Tabela
1.2 e pertencem aos géneros Aegiphila, Aloysia, Bouchea, Lantana, Lippia,
Stachytarpheta, Verbena e Vitex. Algumas das espécies podem ser vistas na Figura
1.1 (c-0).



Tabela 1.2 - Espécies de Verbenaceae coletadas na Serra do Cip6 — MG

Género Espécie

Aegiphila A. lhotzkiana Cham.

A. sellowiana Cham.
Aloysia A. virgata (Ruiz e Pav) Juss.
Bouchea B. fluminensis (Vell) Moldenke
Lantana L. aff. fucata Lindl.

L. fucata Lindl.
Lippia L. aff. microphylla Cham.

L. aristata Schauer

L. martiana Schauer

L. salviifolia Cham.
Stachytarpheta S. gesnerioides Cham.

S. glabra Cham.

S. mexiae Moldenke

S. procumbens Moldenke

S. reticulata Mart. ex. Schauer
Verbena V. litoralis Kunth.
Vitex V. polygama Cham.

41
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Figura 1.1 — (a) Aspecto da Serra do Cip6; (b) Campo rupestre; (c) Aepiphila
sellowiana; (d) Aloysia virgata; (e) Bouchea fluminensis.
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Figura 1.1 (cont...) — (f) Lantana aff. fucata; (g) L. fucata, (h) Lippia aristata; (i)
L. martiana,; (j) L. salviifolia.
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Figura 1.1 (cont...) — (k) Stachytarpheta glabra; (I) S. mexiae; (m) S. reticulata;
(n) Verbena litorialis e (0) Vitex polygama.
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3.2 Andlise citogenética

3.2.1 Estudo meidtico

Assim como as espécies de Lippia estudadas por Viccini et al. (2006), a
maioria das espécies dos demais géneros da familia Verbenaceae envolvidas no
presente trabalho apresentaram caracteristicas bioldgicas similares que dificultaram
muito o estudo mitotico dos cromossomos. Tais caracteristicas sdo a baixa taxa de
germinacao e a dificuldade de enraizamento em sistema de hidroponia. Essas séo,
basicamente, as duas maneiras mais usuais para a obtencdo de meristemas
radiculares, principal tecido utilizado no estudo dos cromossomos mitoticos em
plantas. Além disso, é importante acrescentar que, embora abrigue uma riquissima
biodiversidade, muito pouco se conhece sobre a vegetacdo deste local no que se
refere aos aspectos ecofisiolégicos, reprodutivos e genéticos. Assim, a investigacao
do nimero cromossdmico baseou-se no estudo dos cromossomos meiodticos. Dessa
forma, o estudo néo se limita a contagem cromossémica, mas sim permite a analise
de todo o comportamento meidtico.

As inflorescéncias foram fixadas em campo em metanol (p.a.)/acido acético
glacial (p.a.) (3:1, v/v) obedecendo a propor¢do material/fixador de 1:10, durante
periodo minimo de 24 horas. Foram selecionados varios tamanhos de flores e,
através da técnica de esmagamento, foi identificado o tamanho da flor para os
estudos dos cromossomos meidticos atraves da visualizacao das fases de divisdo no
ciclo celular.

As preparacdes citogenéticas foram realizadas de acordo com Viccini et al.
(2006), com algumas adaptagBes. Com o auxilio de um microscépio estereoscopico
e de agulhas, cada botéo floral umedecido em acido acético 45%, foi aberto. Apos
este processo, as anteras foram transferidas para um microtubo adaptado com tela
de poliéster (malha 60 um), onde foram lavadas com agua destilada durante 15

minutos.
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Posteriormente, foram imersas em solugdo enzimatica (Pectinex Ultra sp—L)
durante 2 horas e 40 minutos em banho-maria com temperatura constante de 34°C
para a retirada da parede celular. Decorrido este tempo, as anteras foram
novamente lavadas em agua destilada. Nesta etapa, utilizou-se pipetas de Pasteur,
a fim de evitar a aderéncia das anteras na parede do microtubo adaptado. Em
seguida, o microtubo adaptado foi imerso em outro de maior capacidade, contendo
aproximadamente, 0,5 mL de solucéo fixadora (metanol (p.a.)/acido acético (p.a.)
3:1,v/v). A seguir, realizou-se a dissociacdo do material vegetal utilizando-se de um
estilete adaptado, de modo que as células passassem para o microtubo contendo o
fixador. O material foi submetido a quatro centrifugagdes de quatro minutos cada, na
velocidade de 2000 rpm, com formac&o de um pellet. Entre cada ciclo o fixador foi
trocado. Ao final, o volume total do microtubo foi completado com fixador recém
preparado e armazenando em freezer —20°C, até o momento da confeccdo das
laminas.

Como metodologia alternativa, utilizou-se os ovarios das flores femininas de
A. Ihotzkiana para a anélise meittica. Sendo uma espécie dibica torna-se dificil a
identificacdo prévia de individuos masculinos e femininos, sem que a planta esteja
florida. Como a maioria das plantas transferidas para a Estacdo Experimental da
UFJF era feminina, a andlise foi realizada com o 6rgéo feminino da flor (ovarios).

Os botdes florais, umedecidos com solucdo de &cido acético 45%, foram
abertos com agulhas e alfinetes adaptados e os ovarios retirados (separados de
estigma e estilete) e transferidos para um microtubo adaptado contendo enzima
Pectinex Ultra sp — L, colocado durante 3 horas a temperatura de 34°C em banho-
maria. Apos a digestdo, os ovarios foram lavados em agua destilada em trés
sessdes de 5 minutos cada. O microtubo adaptado foi imerso em outro de maior
capacidade, contendo aproximadamente, 0,5 mL de solugcédo fixadora (metanol
(p.a.)/acido acético (p.a.) 3:1,v/v). A seguir, utilizou-se um estilete adaptado para a
dissociacdo dos ovarios, de modo que as células passassem para o microtubo
contendo o fixador. O material foi submetido a quatro centrifugacbes de quatro
minutos cada, na velocidade de 2000 rpm, com formag&o de um pellet. Entre cada
ciclo trocou-se o fixador. Ao final do processo, completou-se o volume total do
microtubo com solucéo fixadora recém preparada e armazenou-se a solucao celular

resultante em freezer —20°C, até o momento da confecc¢éo das laminas.



47

Para confec¢do das laminas empregou-se a técnica de secagem ao ar,
gotejando-se de 3 a 5 gotas da suspensdo celular (obtidas a partir de 6rgaos
femininos ou masculinos da flor) a uma distancia de, no minimo, 30 cm da lamina
limpa a fim de promover melhor espalhamento do material. A lamina foi mergulhada
em solucdo de 4cido acético 45% por 11 segundos para clareamento do citoplasma.
Para as espécies Stachytarpheta glabra e Stachytarpheta gesnerioides, a lamina foi
mergulhada em acido cloridrico 1M a 60°C por até dois minutos, e entdo corada com
Giemsa 5%/ tampéao-fosfato pH=6,8, por 5 minutos. Em seguida, foram lavadas 2
vezes consecutivas em 4gua destilada para que o excesso de corante fosse
eliminado. Seguiu-se a analise em microscépio optico (Olimpus .BX 060).

Com o auxilio do sistema de andlise de imagem - Image Pro-Plus (Media
Cybernetics), as fases meidticas mais representativas foram digitalizadas para
documentacéo e analise.

Para a determinacdo do numero de cromosssomos foram avaliadas, no
minimo, 50 células de cada individuo. O namero de individuos analisados variou de
acordo com a disponibilidade de material para coleta, o que ocorreu em funcéo do
namero de individuos encontrados no campo e do estigio da floracdo. Embora
tenha sido possivel a observacdo de células meidticas em diferentes estagios de
divisdo celular, para determinacdo do nimero cromossdmico considerou-se apenas
células em diacinese, que por apresentarem cromossomos relativamente
compactados, faciltam a contagem e diminuem a chance de erros, quando

comparada as outras fases do ciclo celular encontradas.
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3.2.2 Estudo mitoético

Para a espécie Vitex polygama, utilizou-se os meristemas apical e lateral para
a determinagdo do numero cromossdémico, em virtude da inadequacdo do estagio
floral encontrado em campo, por ocasido das coletas. Uma vez que o periodo de
floracdo da espécie situa-se entre os meses de outubro e novembro, ndo foram
encontradas flores com tamanho apropriado para a contagem cromossOmica nos
meses de fevereiro/marco e setembro em que se procederam as coletas. No inicio
do ano, os individuos localizados apresentavam-se em estagio de frutificacéo,
enquanto, no més de setembro, os individuos encontravam-se estéreis, sem a
maioria das folhas.

Os meristemas, apical e lateral, foram coletados e submetidos a um pré-
tratamento de bloqueio celular que consistiu na submersdo dos mesmos em solucéo
de 8-hidroxiquinoleina (8HQ) 3 mM. O tempo de bloqueio foi de 6 horas a
temperatura de 4°C em geladeira.

ApOs o pré-tratamento, os meristemas foram lavados com agua destilada
durante 15 minutos e fixados em metanol (p.a.)/acido acético glacial (p.a.) (3:1, v/v)
obedecendo a proporcdo material/fixador de 1:10, durante periodo minimo de 24
horas a -20°C. ApOs este periodo, os meristemas foram transferidos para um
microtubo adaptado com tela de poliéster (malha 60 um), onde foram lavados com
agua destilada durante 15 min e, posteriormente, imersos em solucdo enzimatica
(Pectinex Ultra sp—L) durante 3 horas em banho-maria com temperatura constante
de 34°C para a retirada da parede celular. Decorrido este tempo, 0s meristemas
foram novamente lavados com agua destilada. Nesta etapa, utilizou-se pipetas de
Pasteur, a fim de evitar a aderéncia dos meristemas na parede do microtubo
adaptado. Em seguida, o microtubo adaptado foi imerso em outro de maior
capacidade, contendo aproximadamente 0,5 mL de solugdo fixadora
(metanol(p.a.)/acido acético(p.a.) 3:1,v/v). A seguir, a dissociagdo do material vegetal
foi realizada utilizando-se um estilete adaptado, de modo que as células passassem
para o microtubo contendo o fixador. O material foi submetido a quatro
centrifugacdes de quatro minutos cada, na velocidade de 2000 rpm, com formacéo

de um pellet. Entre cada ciclo trocou-se a solucédo fixadora. Ao final do processo,
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completou-se o volume total do microtubo com solucéo fixadora recém preparada e
armazenou-se a suspensdo celular resultante em freezer —20°C, até o momento da
confeccéo das laminas.

A confeccdo das laminas, bem como suas analises, foram realizadas
conforme descrito no item 3.2.1. As células bem coradas e contendo cromossomos
mitoticos bem espalhados e com nivel de condensacgéo apropriado para a contagem,
foram digitalizadas por uma camera de video acoplada ao microscopio e analisadas

por meio do programa de imagem Image-ProPlus (Media Cybernetics).

3.3 Estimativa do contetdo de DNA nuclear

A determinagdo do conteudo de DNA nuclear foi realizada seguindo a
metodologia elaborada por Galbraith (1983) (Figura 1.2). Aproximadamente 20-30
mg de folhas frescas jovens para cada amostra e a mesma quantidade de tecido
foliar jovem de Pisum sativum (padréo interno de referéncia) foram colocados em
placa de Petri (dimensdes: 90 mm de diametro X 15 mm profundidade). Em seguida,
foi adicionado 1 mL da solugcédo tampao de isolamento dos nucleos (Tris-base 15
mM, EDTA dissédico 2 mM, tetrahidrocloreto de espermine 0,05 mM, cloreto de
potassio 80 mM, cloreto de sé6dio 20 mM e Tryton X-100 0,01%) (DOLEZEL,
BINAROVA e LUCRETTI, 1989).
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Tamp&o de isolamento Andlise por citometria de fluxo
de nucleos da intensidade de fluorescéncia
relativa de nucleos em suspensao

_\N.p 1

20 mg de tecido Padrao de
foliar fresco referéncia

Pico G0/G1 - quantidade

/ 2C de DNA

Isolamento dos nlcleos
por trituragcao

Numero de nucleos

3 Pico G2 - quantidade
i / 4C de DNA

Filtragem Quantidade de DNA relativa

\ Coloragao dos nucleos
com fluorocromos

Figura 1.2 — Diagrama do processo de preparo das amostras para medida do
contedado de DNA nuclear por citometria de fluxo desenvolvido por Galbraith (1983).
Fonte: adaptado de Loureiro 2007.

O tecido foliar foi macerado com auxilio de uma lamina cortante e a solucao
tampdo foi aspirada, com auxilio de uma pipeta de plastico, utilizando gaze
hospitalar como elemento filtrante. Posteriormente, a solucdo contendo os ndcleos
foi filtrada em uma malha de nylon de 50 pym e coletada em um microtubo. A
suspensao nuclear foram adicionados 25 pL de uma solugao de coloracéo de iodeto
de propidio 10 mg/mL e 2,5 uL de RNAse.

Para cada amostra foram analisados, pelo menos, 10 mil nicleos. A analise
foi realizada no citbmetro Facscalibur (Becton Dickinson), sendo os histogramas
obtidos no software Cell Quest e analisados no software WinMDI 2.8 (disponivel em

http://facs.scripps.edu/software.html). O conteldo de DNA nuclear (pg) das plantas

foi estimado por comparagcdo com a posicdo em relacdo ao pico G1 do padréo

interno de referéncia (Pisum sativum) como mostrado a seguir:

Amostra, 2C = Canal do pico G1 da amostra X contelido 2C de DNA
DNA Canal do pico G1 de Padrao do padrao (9,09 pg)

Para estimativa da quantidade de DNA de B. fluminensis foi utilizado como
padrao interno de referéncia Glicyne max (2C=2,50 pg), uma vez que o pico G1 de

Pisum sativum coincidiu com o pico G1 da amostra. Na andlise da quantidade de


http://facs.scripps.edu/software.html
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DNA das espécies, o procedimento descrito foi realizado com trés diferentes
individuos, em triplicata cada um deles. A analise de variancia (ANOVA) foi
empregada para avaliar a variacdo do conteido de DNA inter e intraespecificas e 0
Teste de Tukey (p<0,05) aplicado para detectar as diferencas nos valores médios da
quantidade de DNA. Os resultados foram expressos na Tabela 1.4 como média +

desvio padréo (n=3).

3.4 Palinologia

O preparo das amostras e as analises, por Microscopia de Luz (ML) e
Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV), dos grdos de pdlen das espécies de
Verbenaceae foram conduzidas nos Laboratérios de Genética da UFJF e
Microscopia da UFLA.

Para ML, as inflorescéncias foram colocadas previamente em acido acético
glacial por, no minimo, 24 horas. Foram selecionados os maiores tamanhos de
flores, sem que estivessem abertas. Com o auxilio de um microscopio
estereoscopico e de agulhas, cada botéo floral umedecido em acido acético 45% foi
aberto. ApGs este processo, as anteras foram transferidas para um microtubo
contendo &cido acético glacial. Decorridos, aproximadamente, 10 minutos, as
anteras foram maceradas com auxilio de um bastao de aco e centrifugadas a 2500
rpm por 10 minutos e o sobrenadante foi removido do microtubo com auxilio de
pipetas de Pasteur. O material polinico concentrado no fundo do microtudo (pellet)
foi acetolisado de acordo com o método de Erdtman (1960). Ao pellet foi
acrescentado 1 mL de solugéo acetolitica (anidrido acético:acido sulfurico 9:1 (v/v))
recém preparada, seguida por homogenizacdo do material contido no microtubo com
auxilio do bastédo de aco. Posteriormente, o microtubo foi colocado em banho-maria
a 85°C por 2 minutos. Decorrido este periodo, o microtudo foi novamente
centrifugado por 10 minutos a 2500 rpm. O sobrenadante foi removido do microtubo
com auxilio de pipetas de Pasteur e o volume foi completado com agua destilada,

seguido por homogenizagcdo do material com auxilio do bastdo. O material foi
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centrifugado por 10 minutos a 2500 rpm e o sobrenadante foi removido. Ao pellet
resultante foi acrescentado 1 mL de &gua glicerinada 50% e, novamente,
homogenizados. O material resultante foi deixado em repouso durante 30 minutos e,
posteriormente centrifugado por 10 minutos a 2500 rpm. Todo o sobrenadante foi
retirado com auxilio de pipetas de Pasteur e pequenas faixas de papel absorvente.
Com auxilio de um bisturi, foram cortados pequenos pedacos (dimensdes
1ImmX1lmm) de gelatina glicerinada (100mL de agua destilada; 100g de glicerina;
179 de gelatina incolor; 1g de formol). Com uma agulha, um pedaco de gelatina foi
encostado no fundo do microtubo, absorvendo parte do material polinico, e em
seguida, transferida para um lamina limpa e coberto com uma laminula. Esta foi
colocada em placa de aquecimento (aproximadamente 50°C) até completa fusdo da
gelatina e espalhamento sob a lamina. Foram montadas cinco laminas de cada
espécie e examinadas no microscopio 6ptico Olympus BX 60. As imagens dos graos
de polen foram digitalizadas por uma camera de video acoplada ao microscopio
Olimpus BX 60 e analisadas por meio do programa de imagem Image-ProPlus
(Media Cybernetics). As medidas dos eixos polar (P) e equatorial (E) foram feitas em
25 dos grédos de pélen, enquanto as medidas da exina (ectoexina e endoexina)
foram realizadas em 10 graos de podlen. As classificacdes foram feitas de acordo
com Erdtman (1960) e Punt (1999).

O preparo do material polinico para MEV foi realizado a partir de
inflorescéncias previamente fixadas em &cido acético glacial por, no minimo, 24
horas. Foram selecionados os maiores tamanhos de flores, sem que estivessem
abertas. Com o auxilio de um microscopio estereoscopico e de agulhas, cada botédo
floral umedecido em &acido acético 45% foi aberto. ApOs este processo, as anteras
foram transferidas para um microtubo adaptado com os lados superior e inferior
cobertos com tela de poliéster (malha 60 um). O microtubo adaptado foi fechado e
transferido para outro microtubo (tipo eppendorf) de maior capacidade e coberto com
fixador Karnovisk até a etapa subsequente. Apos retirada do fixador com auxilio de
pipetas de Pasteur, o material polinico contido no interior do microtubo adaptado foi
lavado trés vezes consecutivas com tampéo Cacodilato, por 10 minutos cada. Apos
a lavagem, foram acrescentadas trés gotas de Tetroxido de 6smio 0,05 M e deixado
em repouso por 4 horas. Decorrido este periodo, foram realizadas duas lavagens do
material durante 10 minutos cada, seguida por desidratacdo em uma série crescente

de concentracdo de acetona (acetona 25% durante 10 minutos, acetona 50%



53

durante 10 minutos. acetona 75% durante 10 minutos, acetona 90% durante 10
minutos e acetona 100%, por trés vezes, durante 10 minutos cada). Em seguida, o
material polinico foi seco no aparelho de Ponto Critico (CPD 030, Bal-Tec) e os
stubs montados com fita adesiva contendo carbono com dupla face. Os graos de
polen foram espalhados sobre o stub com auxilio de seringas usando o microscopio
esteroscopio (Meiji, Tecno Rz, Japdo). Em seguida, os stubs foram cobertos com
particulas de ouro por 15 minutos em aparelho SCD 050, Bal-Tec. Os gréaos de pélen

foram analisados e fotografados no microscopio de varrredura LEO Evo 40 XVP.
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4 RESULTADOS

4.1 Analise citogenética

Os testes realizados para identificacdo do tamanho usado para o estudo dos

cromossomos meioticos sdo mostrados na Tabela 1.3.

Tabela 1.3 - Tamanho usado para coleta de flores visando ao estudo meiético dos

cromossomos para 16 espécies de Verbenaceae da Serra do Cipo

Espécie Tan”:czlslnho do botéo Numero médio de
oral (mm) flores usadas
Aeghipila sellowiana* 1,1al1,8 20
Aegiphila lhotzkiana 1,1a1,8 30
Aloysia virgata 09a1l,.l 30
Bouchea fluminensis 1,0a15 60
Lantana aff. fucata 0,6a1,0 20
Lantana fucata 06al0 20
Lippia aff. microphylla 0,6a0,8 50
Lippia aristata 06al0 20
Lippia martiana 0,6a1,0 50
Lippia salviifolia 0,6a1,0 50
Stachytarpheta gesnerioides 1,5a3,0 70
Stachytarpheta glabra 1,5a3,0 100
Stachytarpheta mexiae 1,5a3,0 30
Stachytarpheta procumbens 1,5a3,0 20
Stachytarpheta reticulata 1,5a3,0 20
Verbena litoralis 0,1a1l,? 100

A partir das metodologias utilizadas para as analises mitéticas e meidticas, foi

possivel determinar o niumero cromossodmico das 17 espécies de Verbenaceae da
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Serra do Cip6. Foram descritos os numeros cromossomicos obtidos para as 17

espécies estudadas na Tabela 1.4. E importante mencionar ainda que para 15 das

17 espécies estudadas, este constitui o primeiro relato na literatura sobre sua

caracterizacdo cromossomica.

Tabela 1.4 - Numeros cromossémicos de espécies de Verbenaceae da Serra do

Cip6 - MG

Espécie

NUmero cromossémico (2n)

Aegiphila lhotzkiana
Aeghipila sellowiana
Aloysia virgata

Bouchea fluminensis
Lantana aff. fucata

Lantana fucata

Lippia aff. microphylla
Lippia aristata

Lippia martiana

Lippia salviifolia
Stachytarpheta gesnerioides
Stachytarpheta glabra
Stachytarpheta mexiae
Stachytarpheta procumbens
Stachytarpheta reticulata
Verbena litoralis

Vitex polygama

72
84
36
ca /8
38
24
24
24
24
24
54
62
56
58
82
56
34

ca: contagem aproximada
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No género Aegiphila foram estudadas duas espécies. Em ambas foi
observada meiose anormal, contendo organizagcdes cromossomicas em forma de
anel. A partir de diacineses encontradas de Aegiphila sellowiana, foi possivel
determinar 2n=84 para a espécie. A partir da analise das células meioticas,
provenientes de flores femininas e masculinas, o numero cromossémico
determinado foi de 2n=72 para A. Ihotzkiana. Nas laminas contendo as células da
espécie foram encontradas as fases de zigoteno, paquiteno e diacinese nas
suspensdes dos individuos masculinos e paquiteno, dipléteno e metafase |, foram
observadas a partir das suspensdes feitas com o ovario (Figuras 1.3 e 1.4). Para A.
sellowiana foi possivel observar as fases de paquiteno, dipléteno, diacinese, anafase
| e anafase Il (Figura 1.5).

No género Aloysia, somente A. virgata foi identificada na Serra do Cip6. Para
a espécie, foram encontradas as fases em zig6teno, paquiteno, dipléteno, diacinese
e anafase | (Figura 1.6). A espécie apresentou comportamento meiético normal, com
2n=36 Cromossomos.

Em B. fluminensis foram observadas células em paquiteno, diploteno,
diacinese, anafase |, telofase | e tétrade (Figura 1.7). A contagem aproximada das
células em diacinese foi de 2n=78 cromossomos.

Para Lantana aff. fucata, as fases em zigéteno, paquiteno, diacinese,
metafase |, anafase |, teléfase | e anafase Il (Figura 1.8) demonstraram o
comportamento normal da espécie e permitiram definir 2n=38 cromossomos. Em L.
fucata foram observados zigéteno, paquiteno, dipléteno, diacinese, metéafase |,
anafase |, teléfase I, metafase Il e teléfase Il (Figura 1.9). Os cromossomos bem
condensados e separados na diacinese permitiram a contagem de 2n=24
Cromossomos.

No género Lippia, além de Lippia florida, L. hermannioides e L. sidoides,
ocorrentes na Serra do Cipé e investigadas previamente (VICCINI et al., 2006), mais
quatro espécies foram relatadas: L. aff. microphylla, L. aristata, L. salviifolia e L.
martiana. As analises de L. aff. microphylla demonstraram abundéncia de meiécitos
nas fases de zigéteno, paquiteno, dipléteno, diacinese e anafase | e permitiram a
determinacdo do numero cromossémico de 2n=24 (Figura 1.10). L. aristata
demonstrou comportamento meiético normal e nimero cromossémico 2n= 24. A
técnica empregada permitiu a observacdo de células em zigéteno, paquiteno,
diacinese, metafase |, anafase |, tel6fase | e telofase Il (Figura 1.11). Para L.
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martiana as fases paquiteno, diacinese, anafase |, metafase Il e tétrade (Figura 1.12)
evidenciaram um comportamento meiético normal e um numero cromossémico de
2n=24 cromossomos. A observagao de diacineses de L. salviifolia permitiu a
determinacao de 2n=24 cromossomos. Além desta fase, também foram encontradas
as fases de zigo6teno, paquiteno, diploteno, metéafase |, anafase | e tétrade (Figura
1.13).

A observacdo das fases de zigéteno, paquiteno, dipléteno e diacinese de
Stachytarpheta gesnerioides demonstrou comportamento meiético normal para a
espécie e a determinacdo de 2n=54 cromossomos (Figura 1.14). Para a espécie S.
glabra foram verificadas Célula-Méae do Grao de Pdolen (PMC’s) nas fases zigéteno,
paquiteno, diacinese, metafase Il. Além dessas foram encontradas metafases
mitéticas com 2n=62 cromossomos (Figura 1.15). S. mexiae apresentou também
células meidticas sem anormalidades contendo 2n=56 cromossomos (Figura 1.16).
Ja para S. procumbens foram encontradas diacineses e metafases mitoticas (Figura
1.17) com 2n=58 cromossomos. Para S. reticulata, foram observadas células em
zigoteno, paquiteno, diploteno, diacinese, metafase | e teléfase | (Figura 1.18). A
contagem do nimero cromossémico revelou 2n=82 cromossomos, sem observacao
de anormalidade nas fases meidticas.

Verbena litoralis apresentou comportamento meidtico normal e as fases
zigoéteno, paquiteno, dipléteno, diacinese, metafase |, anafase I, metafasell e tétrade
foram observadas, possibilitando a contagem de 2n=56 cromossomos (Figura 1.19).

A partir do tratamento dos meristemas apical e lateral de Vitex polygama,
pudemos observar varias metafases com boa condensacdo cromossémica, o que
permitiu a determinacdo do niumero cromossémico de 2n=34 para a espécie (Figura
1.20)
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Figura 1.3 — Comportamento meiético do individuos masculinos de Aegiphila
Ilhotzkiana. (a) zigdéteno; (b) paquiteno; (c) diacinese. As setas indicam

anormalidades. Escala 5pym
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Figura 1.4 — Comportamento meidtico de individuos femininos de A. lhotzkiana.
(a) paquiteno; (b) dipléteno e (c) metafase |. Escala 5um
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Figura 1.5 — Comportamento meiotico de Aegiphila sellowiana. (a) paquiteno; (b)
diploteno; (c) diacinese; (d) anafase I; (e) anafase Il. A seta indica anormalidade.
Escala 5pym.
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Figura 1.6 - Comportamento meidtico de Aloysia virgata. (a) zigéteno, (b)
paquiteno, (c) diploteno, (d) diacinese e (e) anafase I. Escala 5pum.
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Figura 1.7 - Comportamento meiético de Bouchea fluminensis. (a) paquiteno,
(b) dipléteno, (c) diacinese, (d) anafase I, (e) teléfase | e (f) tétrade. Escala
Sum
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Figura 1.8 — Comportamento meidtico de Lantana aff. fucata (a) zigéteno; (b)
paquiteno; (c) diacinese; (d) metafase I; (e) anafase I; (f) teléfase I; (g) anafase

Il. Escala Sym.



64

l‘. g \* .‘{‘y
a b
A
g =5 .
{ c ' -
,1" : &
¥ 7’
o\“ ’b Lo “
'Q'
c S d SR
e ',.
"\ ’ y »
\‘ >
-\ .
b 4 -
.
- '.
Figura 1.9 — Comportamento meidtico de Lantana fucata (a) zigoteno, (b)

paquiteno, (c) diploteno, (d) diacinese , (e) metafase I, (f) anafase I. Escala 5um.



65

g 9
. _
-
-
h _
&
%
»
»
| _

Figura 1.9 (cont...)- Comportamento meiético de Lantana fucata. (g) tel6fase I, (h) metafase
Il e (i) telolase II. Escala 5um.
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Figura 1.10 — Comportamento meiotico de Lippia aff. microphylla (a) zigéteno;
(b) paquiteno; (c) dipléteno; (d) diacinese; (e) anafase I. Escala 5um.



&L -
- ‘ ”
e ‘\ =
e
c . d - S
3
L~ ‘;’0
.
S 4 g
. \ ... L.
,l
’\ -
x =
‘ —
e ) f

Figura 1.11 - Comportamento meiético de Lippia aristata. (a) zigoétenos, (b)
paquiteno, (c) diacinese, (d) metafase | e telofase I, (e)anafase I, (f) telofase
lI. Escala 5um.
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Figura 1.12 — Comportamento meiotico de Lippia martiana.(a) paquiteno; (b)
diacinese; (c) anafase I; (d) metafase Il; (e) tétrade. Escala 5 ym.
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Figura 1.13 - Comportamento meidtico de Lippia salviifolia (a) zigéteno (b)
paquitenos, (c) dipléteno, (d) diacinese, (e) metafase | (f) anafase I, (Q)
tétrade. Escala 5um
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Figura 1.14 — Comportamento meiético de Stachytarpheta gesnerioides (a)
zigoteno; (b) paquiteno; (c) diploteno e (d) diacinese. Escala 5um
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Figura 1.15 - Comportamento meiotico de Stachytarpheta glabra (a) zigoteno,
(b) paquiteno, (c) diacinese, (d) metafase Il, (e) metafase mitética pré-meidtica.
Escala 5um.
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Figura 1.16 - Comportamento meio6tico de Stachytarpheta mexiae (a) zigéteno,
(b) paquiteno, (c) diacinese, (d) metafase I, (e) metafase Il (f) metafase mitdtica
pré-meidtica. Escala 5um.
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Figura 1.17 — Comportamento meiotico de Stachytarpheta procumbens
(a, b) metafases mitéticas pré-meidticas e (c) diacinese. Escala 5um
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Figura 1.18 - Comportamento meidtico de Stachytarpheta reticulata. (a)
zig6teno, (b) paquiteno, (c) diploteno, (d) diacinese, (e) metafase |, (f) teléfase I.



75

5 ¢
. O v t ‘o
v -
.‘ s -~
- - f L - A\
’ N ‘ ’
3 “h w1t/ ’
- - 5
y B X y
-~ [ B l‘ s * ' .
> . e
‘. » -
f -
-
> 4
‘o LN
AWM oM 1
AR N ;‘,—: e
- ‘\ e l! y

‘u
<y

.

Figura 1.19 — Comportamento meidtico de Verbena litoralis (a) zigéteno; (b)
paquiteno; (c) diploteno; (d) diacinese; (e) metafase I; (f) anafase I.

Escala 5um.
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Figura 1.19 (Cont....) — Comportamento meiético de Verbena litoralis, (g)
metéfase lII; (h) tétrade. Escala 5um.

Figura 1.20 — Metéfase mitotica de Vitex polygama. Escala 5um
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4.2 Estimativa do contelldo de DNA nuclear

A analise por citometria de fluxo dos nucleos isolados das espécies de
Verbenaceae resultaram em histogramas do contetdo de DNA evidenciando
dois picos dominantes correspondendo aos nucleos na fase GO/G1 das plantas
pesquisadas e do padrdo. A Figura 1.21 ilustra os histogramas encontrados
para algumas das espécies estudadas. Para a maioria das espécies, o padrao
interno utilizado - Pisum sativum (2C=9,09 pg)- foi apropriado para estimar a
quantidade de DNA, exceto para Bouchea fluminenis, em que foi usado Glycine
max (2C=2,50 pg) como padré&o interno de referéncia.

A metodologia empregada foi satisfatéria para o isolamento e coloracéo
dos nucleos, evidenciado pelo baixo background e os coeficientes de variacéo
dos histogramas inferiores a 3%. O conteldo de DNA nuclear 2C estimado
para as espécies estudadas pode ser visto na Tabela 1.5. A quantidade de
DNA foi uniforme dentro do mesmo individuo e dentre os individuos da mesma
espécie, o que indica a estabilidade do genoma dessas espécies. A andlise
interespecifica revelou diferenca significativa, levando a divisdo das 17
espécies dentro de 8 grupos distintos. A quantidade de DNA dentro das
espécies variou até 9 vezes, de 1,14 pg em Vitex polygama a 10,35 pg em
Bouchea fluminensis. O grupo 1 € formado apenas por Vitex polygama;
enguanto o grupo 2 foi formado por 3 espécies de Stachytarpheta: S. glabra, S.
mexiae e S. procumbens. Por possuir quantidade de DNA intermediaria entre
Lantana aff. fucata e Lippia aristata, a espécie Lantana fucata foi agrupada
tanto em 3, quanto em 4. Os dois maiores grupos, 5 e 6, reunem em um deles
Lippia aff. microphylla, L. martiana, L. salviifolia e Aloysia virgata; e no outro
Stachytarpheta gesnerioides, S. reticulata, Aegiphila lhotzkiana e A. sellowiana,
respectivamente. O grupo 7 compreende apenas Verbena litoralis, enquanto o
altimo grupo, 8, € formado por Bouchea fluminensis, espécie com a maior
qguantidade de DNA identificada.
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Tabela 1.5 - Quantidade de DNA nuclear (2C) de espécies de Verbenaceae

Conteudo de DNA (pg)

Individuo 1 Individuo 2 Individuo 3 Média
V. polygama 1,09+0,041 1,21+0,005 1,13+0,071 1,14 a I 1
S. procumbens 1,61 +0,080 1,49 + 0,040 - 1,55 b
S. glabra 1,60+0,032 1,61+0,0561 1,65+0,149 1,62 bl »
S. mexiae 1,63+0,130 1,62+0,095 1,64+0,036 1,63 b
L. aff fucata 1,92+0,072 195+0,049 1,99+ 0,036 1,95 C
L. fucata 2,00+0,030 2,08+0,174 1,99 + 0,165 2,02 c 4
L. aristata 2,10+0,094 2,06+0,090 2,04+0,049 2,07
L. salviifolia 2,33+0,088 2,34+0,077 2,28 + 0,055 2,32 e
A. virgata 2,36 +0,030 2,27 +0,037 2,41 +0,050 2,35 e
L. martiana 2,26 +0,093 2,48+0,1485 2,33+0,128 2,36 e
L. aff. microphylla 2,41+0,119 2,41+0,124 2,28 + 0,055 2,37 e
S. gesnerioides 2,86 +0,047 2,95+0,065 2,90+ 0,030 2,91 f
S. reticulata 2,97 +0,005 2,92+0,065 2,93+0,050 2,94 f
A. sellowiana 3,00+0,108 2,94+0,065 2,88+0,205 2,94 f] 6
A. lhotzkiana 295+0,017 2,87+0,066 2,99+0,070 2,94 f
V. litoralis 3,32+0,061 3,30+0,045 3,29 +0,155 3,31 gI 7
B. fluminensis 10,35 +0,150 10,28 + 0,090 10,36 + 0,120 10,35 h I 8

Os resultados foram expressos em média + desvio padréo (n=3)

As médias seguidas por, no minimo, uma letra igual ndo possuem diferenca estatistica (Tukey p<0,05)
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4.3 Palinologia

As espécies da familia Verbenaceae mostraram uma grande variacdo na
morfologia dos grédos de polen (Figura 1.22 - 1.29). Dentre as 17 espécies
estudadas, Lippia, Lantana, Aloysia, Verbena, Vitex e Aegiphila exibiram
pequenos grdos de polen, enquanto os géneros Bouchea e Stachytarpheta
apresentaram graos de maiores tamanhos. As medidas polinicas, bem como as
classificacdes de cada espécie sdo mostradas na Tabela 1.6.

A forma dos graos de polen variou de oblato esferoidal em Aloysia virgata a
prolato em Bouchea fluminensis e Stachytarpheta glabra.

O numero de aberturas identificadas foi de trés, no entanto, algumas
espécies como Lantana aff. fucata, Lippia martiana, Stachytarpheta procumbens e
Stachytarpheta mexiae apresentaram de trés a quatro aberturas.

Para a maioria das espécies estudadas, pertencentes aos géneros Aloysia,
Lippia, Lantana e Verbena foram identificados pélens tricolporados, e menos
freqientemente, tetracolporados. As espécies dos géneros Stachytarpheta, Vitex e
Aegiphila apresentaram graos de pélen tricolpados, menos freqlientemente
tetracolpados. O pélen da espécie Bouchea fluminensis foi classificado com
tripororado.

Os menores tamanhos da exina foram identificados nas espécies
pertencentes aos géneros Lippia e Lantana, enquanto os maiores valores foram
observados em Bouchea fluminensis. As espécies de Aloysia, Lantana e Verbena
apresentaram graos de poélen com exina psilada (Figura 1.23, 1.25 e 1.28),
enquanto aquelas pertencentes ao género Lippia oscilaram entre psilada e
escabrada (Figura 1.26) O podlen de Stachytarpheta apresentou-se com exina
verrucada (Figura 1.27), que o distinguiu de todos os outros géneros da familia.
Os grdos de polen de Aegiphila apresentaram-se com exina equinada (Figura
1.22). Ja em Vitex a estrutura da exina foi classificada como reticulada, contendo

formas irregulares dos reticulos, que diminuem de tamanho do equador para o
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polo do grao de podlen (Figura 1.29). Para Bouchea fluminensis, a MEV evidenciou

a exina de rugulada a escabrada (Figura 1.24).



Tabela 1.6 — Medidas (em um) e classificacdes polinicas de espécies de Verbenaceae

Espécie Eixo polar (P) E'X.o Razéo (P/E) Ectoexina Endoexina Exina Aberturas Forma
equatorial (E)
A lhotzkiana 33,97 (30,92- 32,45 (29,39- 1,05 (0,92- 1,16 (1,00- 0,88 (0,59- 2,04 (1,71 Tricolpado Prolato
38,86) 35,88) 1,22) 1,38) 1,12) 2,59) P esferoidal
. 32,04 (26,76- 32,15 (28,83- 1,00 (0,89- 1,20 (0,90- 0,65 (0,53- 1,85 (1,44- . Prolato
A. sellowiana 34,31) 34,23) 1,14) 1,48) 0,82) 2,19) Tricolpado esferoidal
. 20,59 (17,98- 21,68 (19,36- 0,95 (0,83- 1,03 (0,84- 0,59 (0,43- 1,62 (1,31- . Oblato
A. virgata 24,87) 24,19) 1,09) 1,29) 0,85) 2,14) Tricolporado esferoidal
B. fluminensis (ﬁgig 93,55 (83,75 1,39 (1,29- 2,45 (1,74- 1,58 (1,14- 4,03 (3,02- Tripororado Prolato
: ’ 106,74) 1,58) 3,74) 1,97) 4,91) P
144,35)
L aff. fucata 31,00 (25,51- 28,33 (18,50- 1,09 (1,38- 1,01 (0,79- 0,85 (0,64- 1,87 (1,57- Tricolporado e Prolato
T 46,86) 42,16) 0,94) 1,40) 1,03) 2,40) tetracolporado esferoidal
22,99 (20,66- 22,83 (20,91- 1,01 (0,96- i ) 1,50 (1,21- . Prolato
L. fucata 27.71) 27,80 1,07) 0,85 (0,5-1,28) 0,65 (0,5-0,85) 1,88) Tricolporado esferoidal
L. aff. 26,76 (23,60- 26,69 (23,23- 1,00 (0,91- 1,02 (0,89- 0,74 (0,59- 1,76 (1,48- Tricolporado Prolato
microphylla 30,36) 31,38) 1,17) 1,09) 0,94) 2,04) P esferoidal
. 26,49 (23,76- 26,41 (22,51- 1,00 (0,92- 1,07 (0,98- 0,68 (0,56- 1,75 (2,03- . .
L. aristata 29,86) 29,51) 1,03) 1,19) 0,84) 1,62) Tricolporado Esferoidal
L martiana 23,87 (20,77- 24,93 (21,47- 0,96 (0,85- 0,92 (0,63- 0,79 (0,61- 1,72 (1,24- Tricolporado e Prolato
' 28,60) 29,28) 1,06) 1,04) 0,92) 1,95) tetracolporado esferoidal




Tabela 1.6 (cont...) — Medidas (em um) e classificacdes polinicas de espécies de Verbenaceae

Espécie Eixo polar (P) E'X.O Razao (P/E) Ectoexina Endoexina Exina Aberturas Forma
equatorial (E)
L. salviifolia 27,31 (22,15- 27,42 (20,59- 1,00 (0,93- 0,81 (0,71- 0,68 (0,54- 1,49 (1,27- Tricolporado e Prolato
: 34,06) 33,25) 1,08) 0,90) 0,87) 1,87) tetracolporado esferoidal
. 93,80 (77,54- 82,01 (63,82- 1,14 (1,04- 1,11 (0,88- 0,93 (0,72- 2,05 (1,76- Tricolpado e
S mexiae 106,69) 99,54) 1,38) 1,43) 1,24) 2,56) tetracolpado  SUPPOlato
. 111,96 (85,35- 84,13 (70,42- 1,33 (1,17- 1,14 (0,88- 0,98 (0,77- 2,13 (1,70- .
S. gesneriodes 132,73) 106 11) 1,57) 1,65) 1,24) 2.89) Tricolpado Subprolato
121,05 80,78 (54,29 1,50 (1,18 1,37 (1,09- 1,12 (0,75 2,48 (1,96-
S. glabra (139,80- 98,35) 2,45) 1,92) 1,55) 3,47) Tricolpado Prolato
110,68)
97,55 (82,20- 76,69 (58,75- 1,27 (1,02- 1,16 (0,77- 1,13 (0,89- 2,29 (1,66- .
S.procumbens 112,06) 90,58) 1,69) 1,77) 1,44) 2.71) Tricolpado Subprolato
S reficulata 13355 (7136 10812 (56,88 1,24 (104 1,49 (1,00- 1,18 (0,83- 208 élz')s“' Tricolbado  Subbrolato
: 166,97) 144,69) 1,66) 1,88) 1,64) ' P P
L 32,38(29,09- 29,14 (24,68- 1,11 (0,99- 1,20 (1,03- 0,92 (0,80- 2,12 (1,77- . Prolato
V. litoralis 38,57) 35,91) 1,24) 1,37) 1,37) 2,34) Tricolporado esferoidal
V. polvaama 25,46 (22,06- 20,98 (18,21- 1,21 (1,09- 1,05 (0,84- 0,74 (0,60- 1,79 (1,50- Tricolpado Subprolato
- POlyg 29,95) 23,27) 1,39) 1,21) 0,94) 2,00) P a prolato
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Figura 1.22 — Pdélen de Aegiphila lhotzkiana (a-c) e Aegiphila sellowiana (d-f)
(a,d) visao polar por MEV; (b,e) visdo equatorial por MEV; (c) visdo equatorial
por ML, (f) visdo polar por ML. Escala 5um

Figura 1.23 - Pdlen de Aloysia virgata (a) visao polar por MEV, (b) visdo
equatorial por MEV e (c) visdo equatorial por ML. Escala 5um.



Figura 1.24 - Pdlen de Boughea fluminensis (a) visdo equatorial por MEV,
(b) ampliacédo da exina e (c) visdo equatoria por ML. Escala 10 um

C —_ f

Figura 1.25 - Pdélen de Lantana aff. fucata (a-c) e Lantana fucata (d-f) (a,d)
visdo polar por MEV; (b,e) visdo equatorial por MEV; (c,f) visdo polar por
ML. Escala 5um.
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Figura 1.26 — Pdlen de Lippia aff. microphylla (a-c), L. aristata (d-f), L.
martiana (g-i) e L. salviifolia (j-1). (a,d,g,j)visao polar por MEV; (b,e,h,k) visdo
equatorial por MEV; (c,i) visdo polar por ML, (f,I) visdo equatorial por ML.
Escala 5um.
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Figura 1.27 — Pdllen de S. gesnerioides (a-c), S. glabra (d-e), S. mexiae (f-h); S.
procumbens (i-k).e S. reticulata (I-n). (a) visdo polar e equatorial por MEV; (d,f,i,l)
visdo polar por MEV; (g,m) visdo equatorial por MEV; (c,)) ampliagdo da exina,
(b,e,h,k,n) visédo polar por ML. Escala 10um.



Figura 1.28 - Polen de Verbena litoralis (a) visdo polar por MEV, (b)
visao equatorial por MEV e (c) visdo equatorial por ML. Escala 5um.

C —

Figura 1.29 - Pdlen de Vitex polygama (a) visédo polar por MEV, (b) viséo
equatorial por MEV e (c) viséo equatorial por ML. Escala 5um.
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5 DISCUSSAO

A técnica citogenética empregada para preparacao das suspensdes celulares
foi apropriada para analise das flores de tamanho reduzido nas espécies, permitindo
a visualizacdo de grande numero de meidcitos. Para 15 espécies das 17 estudadas,
este constitui 0 primeiro relato na literatura sobre sua caracterizacdo cromossomica.
Os numeros cromossdmicos para as espécies Lippia salviifolia e Aloysia virgata
haviam sido anteriormente descritos por Coleman (1982) e Brandéao et al. (2006),
respectivamente.

Adicionalmente, esse foi o primeiro relato da estimativa do contetdo de DNA
nuclear para as 17 espécies em estudo. Conforme demonstrado por Dolezel et al.
(1994), o uso de folhas jovens permitiu a obtencédo de resultados confiaveis, com
valores de CV inferiores a 3% e baixo background, em todas as amostras
analisadas. Marie e Brown (1993) relataram a importancia dos valores de
coeficientes de variacdo para uma boa estimativa da quantidade de DNA. Segundo
estes autores, este € um critério elementar para a aceitacao dos resultados obtidos,
e, coeficientes de variacdo entre 1-2% sdo apontados como resultados de alta
gualidade e em torno de 3% como rotina. Diante desses critérios, os coeficientes de
variacdo obtidos neste trabalho demonstram a qualidade dos resultados obtidos e
confiabilidade nas estimativas de quantidade de DNA das espécies estudadas. O CV
de 3% permite a deteccdo entre duas amostras com diferencas de até 6% no
conteudo de DNA (SUDA, 2004). Galbraith et al. (1983) definem um coeficiente de
variacdo abaixo de 5% como um critério de aceitagcdo para publicacdes
internacionais, uma vez que para algumas espécies o alto valor do CV é resultado
do pequeno genoma da planta ou da elevada quantidade de compostos citosolicos.
O uso do tampao de isolamento de nucleos LBO1, contendo mercaptoetanol como
agente redutor, foi importante para preservar a suspensdo de nucleos da acdo dos
compostos fenolicos, componentes identificados nas espécies estudadas.

A quantidade de DNA foi uniforme dentro do mesmo individuo e dentre os
individuos da mesma espécie, 0 que indica a estabilidade do genoma dessas
espécies. A analise interespecifica revelou diferenca significativa, levando a divisdo

das 17 espécies dentro de 8 grupos distintos. A quantidade de DNA entre as
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espécies variou até 9 vezes, de 1,14 pg em Vitex polygama a 10,35 pg em Bouchea
fluminensis.

As principais contribuicbes palinolégicas na familia Verbenaceae foram
publicadas por Raj (1983), ao investigar as caracteristicas do polen de 226 espécies
distribuidas em 68 géneros, e em menor propor¢ao por Erdtman (1952) e Melhem et
al. (2003). As descricdes polinicas foram também inéditas para 14 das 17 espécies
analisadas. Aloysia virgata, Boucha fluminensis e Lantana fucata haviam sido
anteriormente descritas (RAJ,1983; MELHEM et al., 2003). A familia Verbenaceae
mostrou uma grande variacdo na morfologia dos graos de podlen. Os tamanhos
variaram de P=20,59 um/E=21,68 um em A. virgata a P=129,55 um/E=93,55 um em
B. fluminensis. A estrutura da exina variou entre 0os géneros, passando por psilada,
escabrada, verrucada, equinada, reticulada e rugulada.

A seguir, os dados citogenéticos, palinologicos e de quantidade de DNA seréo
discutidos dentro de cada um dos géneros estudados.

5.1 Género Aegiphila

Os numeros cromossdmicos encontrados para Aegiphila Ihotzkiana (2n=72) e
A. sellowiana (2n=84) sugerem a ocorréncia de poliploidia para as espécies. Tal
hipotese é reforcada pelo Unico trabalho envolvendo dados citogenéticos no género.
Yuyama et al. (2006) observaram 2n=42 cromossomos para cinco populagdes de A.
sellowiana oriundas do sul do Brasil. A variagdo intraespecifica observada em
relacdo a populacdo estudada no presente trabalho indica que uma série polipldide
possa estar presente.

A presenca de anormalidades observada nas células meiéticas de Aegiphila
Ihotzkiana e A. sellowiana, provavelmente, é consequéncia da ocorréncia de
translocacbes. As diacineses da espécie demonstraram grande numero de
organizagOes cromossomicas em anel, contendo quatro cromossomos cada. Essas
organizacdes sugerem a existéncia de translocagcfes entre 0s cromossomos, as

quais podem tanto configurar anomalias quanto representarem uma etapa normal do
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processo de divisdo celular. Um numero limitado de espécies de plantas de
diferentes familias possui translocac¢des reciprocas como uma caracteristica de seu
sistema genético. Como consequUéncia desse processo, 0S CromosSsomos
translocados sdo herdados juntos, comportando-se como um grupo. Entretanto, se
ocorrer segregacgao alternada, gametas balanceados seré&o produzidos e diferentes
complexos génicos transportados por cromossomos translocados e néo translocados
segregardo como unidades separadas (GRANT, 1999; AINSWORTH, 2000). Em
algumas plantas dibdicas, este € o mecanismo responsavel pela producdo de
heterozigose, no minimo em machos, através da associacdo das transloca¢des com
o sistema de determinacdo do sexo, sendo uma translocacdo multivalente uma
caracteristica do sexo heterozigoto (BARLOW, 1981). Cerca de 6% das espécies de
angiospermas sao didicas (RENNER e RICKLEFS, 1995), e esse processo pode
resultar de mutacdes que afetam diferentes sistemas hormonais ligados ao
desenvolvimento da flor (BARLOW, 1981).

Apesar de apresentarem numeros cromossOmicos diferentes, as espécies
agui estudadas demonstraram a mesma quantidade de DNA (2,94 pg), o que sugere
igual nivel de ploidia. As espécies podem ter surgido a partir de poliploidizacédo
seguida de rearranjos estruturais.

Os graos de polen das duas espécies sao tricolpados, apresentam mesma
forma (prolato esferoidal) e pequena variacao de tamanho, P = 33,97 um e E = 32,45
pum para Aegiphila lhotzkiana e P = 32,04 um e E = 32,15 um para A. sellowiana, o
que pode ser em parte explicado, por apresentarem mesmo nivel de ploidia e,
consequentemente, mesma quantidade de DNA. As demais espécies estudadas
dentro do género por Raj (1983), exibem valores do P = 33-42 uym e E = 36-42 um,
superiores aos encontrados para as outras duas. Provavelmente, as quatro espécies
descritas por Raj contém quantidade de DNA maior que A. lhotzkiana e A.
sellowiana. Relacdes positivas entre o contetdo de DNA e o tamanho do pdlen
foram mostradas em Ranunculus, Vicia (BENNETT, 1973) e Petunia (WHITE e
REES, 1987).

Com relacdo a exina, a mesma apresenta-se equinada, assim como as

demais espécies do género.
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5.2 Género Aloysia

No género Aloysia, somente A. virgata € citada como ocorrente na Serra do
Cip6, sendo observados 2n=36 cromossomos. Considerando 0s numeros
cromossOmicos ja descritos para as demais espécies do género 2n=54 e 72
(CORAZZA-NUNES et al.,1995; ANDRADA, PASTORIZA e MARTINEZ-PULIDO,
1998), a caracterizacdo da espécie suporta a idéia de um numero basico x=9 para o
género. Assim, provavelmente, A. virgata é uma espécie tetraploide com 2n=4x=36.

Como o conteudo de DNA nuclear foi descrito pela primeira vez para o
género, ndo foi possivel estabelecer comparacdo com as demais caracteristicas
analisadas. Quanto ao pdlen, as medidas foram P = 20,59 um e E = 21,58 um,
valores bastante proximos aos encontrados por Raj (1983) ao analisar a mesma
espécie coletada no Peru. As medidas da espécie estdo dentro do intervalo P = 17-
27 ym e E = 18-30 um descritos para as outras cinco espécies do género

analisadas. Os grdos de pdlen sao tricolporados e apresentam exina psilada.

5.3 Género Bouchea

Em Bouchea fluminensis a contagem aproximada de 2n=78 cromossomos foi
a primeira para a espécie. Até o momento, havia relato apenas de 2n=40 para o
género, com hipotese de x=5 (SANDERS, 2001). Embora apresente uma meiose
normal esses numeros sustentam também a hip6tese de poliploidia. A origem da
espécie pode ter se dado por eventos de poliploidizacdo, seguido de disploidia
(aneuploidia).

A quantidade 2C de DNA nuclear de 10,35 pg em Bouchea fluminensis foi a
maior descricdo j& obtida dentre as espécies da familia Verbenaceae, reforcando a
hipotese de poliploidia. Igualmente, as dimensdes dos gréos de pdlen sdo uma das

maiores encontradas, P = 129,55 uym e E = 93,55 um, valores muito proximos aos
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descritos por Raj (1983) para B. fluminensis coletada em Minas Gerais. Os estudos
palinologicos envolvendo outras espécies do género, demonstraram variacao
interespecifica no tamanho dos grdos de polen, P = 40-156 um e E = 65-100 um
(ERDTMAN, 1952; RAJ, 1983) e na forma, variando de subprolato a prolato.

O pdlen de Bouchea fluminensis é tripororado, com exina de rugulada a
escabrada, que o distingue de todos os outros géneros da familia.

A forma da abertura do poro de Bouchea. fluminensis € retangular,
evidenciado por ML e MEV. No entanto, o0 acesso da espécie descrito por Raj (1983)
demonstrou abertura circular. Tais diferencas podem ser devidas a variacdes
intraespecificas.

5.4 Género Lantana

Foram identificadas duas espécies do género Lantana: L. fucata e L. aff.
fucata. Esta ndo se enquadra nos caracteres morfolégicos do tipo conhecido para L.
fucata e encontra-se em analise (SALIMENA, com. pes.). Os diferentes nimeros
cromossdmicos encontrados para L. fucata e L. aff. fucata, 2n=24 e 2n=38,
respectivamente, reforcam a possibilidade de ndo serem a mesma espécie. Stebbins
(1971) cita que alguns taxonomistas defendem que diferencas cromossémicas
representam uma outra caracteristica a ser avaliada, devendo ser tratada como as
varias caracteristicas morfolégicas externas utilizadas para taxonomia. Diferencas
cromossOmicas refletem diferengcas na origem da variagcdo genética, enquanto
diferencas morfolégicas, fisioldégicas e quimicas refletem diferencas nos produtos da
acao génica, modificados por influéncias do ambiente.

O numero cromossbmico encontrado para Lantana fucata corrobora a
hipétese de um numero cromossdmico basico para o género de x=12, enquanto 0
namero cromossémico de L. aff. fucata (2n=38) ndo condiz com tal hipétese e pode
representar um caso de poliploidia seguido de disploidia. No entanto, o fato de
ambas espécies apresentarem mesma quantidade 2C de DNA nuclear, 1,95 pg para

L. aff. fucata e 2,02 pg para L. fucata, pode sugerir o aparecimento de L. aff. fucata a
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partir de um evento de poliploidizacdo seguido de fissdo, uma vez que o numero
cromossOmico foi aumentado, sem alteracéo significativa na quantidade de DNA.

Paralelamente, para ambas as espécies observou-se formacao de bivalentes
e auséncia de anormalidades na meiose, o que reforca um comportamento diploide.

As quantidades de DNA estimadas para as espécies do género séo inferiores
aguela descrita para Lantana camara (valor-C=2,75pg) (BENNET e LEITCH, 2005).
Considerando a grande variacao intraespecifica em L. camara , 2n=22, 33, 44 e 55
(SEN e SAHNI, 1955; SINGH, 1951; TANDON e CHANDI, 1955), e o nimero basico
igual a 11 ou 12, provavelmente L. camara apresenta maior ploidia que as outras
duas analisadas.

Os graos de polen das espécies possuem exina psilada e forma prolato
esferoidal (P = 31,00 um e E = 28,33 um em Lantana aff. fucatae P = 22,99 um e E
= 22,83 um em L. fucata). As medidas dentro do género variam de P = 23-43 um e E
= 26-40 um (RAJ, 1983; MELHEM et al., 2003). Os menores valores de medida
foram encontrados para o género em L. fucata. Melhem et. al. (2003) classificaram o
polen da mesma espécie coletada em Campos do Jorddo, Sdo Paulo, como
pequeno a médio com P =23 um e E = 26 pm.

Em Lantana aff. fucata foram observados poélens tricolporados e, menos
freqientemente, tetracolporados. Em L. camara também foram identificados polens
tri e tetracolporados (MELHEM et al., 2003).

5.5 Género Lippia

Conforme descrito por Viccini et al. (2006), as espécies de Lippia apresentam
caracteristicas biolégicas similares que dificultam muito o estudo mitético dos
cromossomos. Tais caracteristicas sdo a baixa taxa de germinacdo e a dificuldade
de enraizamento em sistema de hidroponia. Essas sdo, basicamente, as duas
maneiras mais usuais para a obtencdo de meristemas radiculares, principal tecido
utilizado no estudo dos cromossomos mitdticos em plantas. Assim, estudamos o

numero cromossdmico baseando no estudo dos cromossomos meidticos. Em todas
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as espécies estudadas observamos comportamento meidtico normal, com
pareamento dos bivalentes, o que sugere que as plantas sdo estiveis em seu
processo meibtico.

O numero cromossémico descrito para Lippia aristata corrobora a
complexidade na Secdo Zapania, com grande variacdo no numero cromossémico
(n=10 a n=28), conforme pode ser visto na Tabela 1.7. Por outro lado, L. aff.
microphylla, L. martiana e L. salviifolia, pertencentes & Secdo Goniostachyum,
possuem 0 mesmo ndamero cromossémico que as demais espécies descritas para a
mesma secao (n=12). Aparentemente, a secdo Goniostachyum € mais uniforme que
Zapania, tornando-se importante a revisdo desta Ultima secdo, como sugerido por
Viccini et al. (2006). Apesar de até o momento ndo terem sido identificadas espécies
com numero hapléide menor que 10 para o género Lippia, Sanders (2001) propde a
hipétese de x=5.
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Tabela 1.7 — NUmeros cromossdmicos das espécies de Lippia de acordo com cada

Secao
Numero
Espécies Secao cromossOémico Referéncia
(n)

L. alba Zapania 15 Bose el%ré%“dh”ry’
L. aristata 12 -
L. corymbosa 14 Viccini et al., 2006
L .diamantinensis 26 Viccini et al., 2006
L. geminata 16 Kumar e Dutt, 1989
L. hermmanioides 13 Viccini et al., 2006
L. lacunosa 28 Viccini et al., 2006
L. rotundifolia 28 Viccini et al., 2006
L. rubella 10 Viccini et al., 2006
L turbinata 15 Filippa, 1984
L. glandulosa Goniosthachyum 12 Viccini et al., 2006
L. martiana 12 -
L. microphylla 12 -
L. pohlyana 12 Viccini et al., 2006
L. salviifolia 12 Coleman, 1982
L. sidoides 12 Viccini et al., 2006
L. filifolia 12 Viccini et al., 2006

Particularmente no caso de Lippia salviifolia, os taxonomistas consideram
uma possivel sinonimia com L. sidoides. Como o nimero cromossomico é o0 mesmo
para ambas espécies, 0 carater exclusivamente numeérico ndo contribui para a
separacao das espécies. No entanto, estudos adicionais com outras técnicas estéo
em andamento e poderdo evidenciar diferencas que pelas técnicas utilizadas até o
momento ndo puderam ser identificadas.

Somado ao fato de possuirem 0 mesmo numero cromossdmico, as quatro
espécies de Lippia analisadas apresentaram pequena variacdo na quantidade de
DNA, o que indica igual nivel de ploidia.

Os graos de pélen das espécies sdo psilados e tricolporados, ocasionalmente
tetracolporados em Lippia martiana e L. salviifolia. As medidas realizadas para as
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quatro espécies dos eixos variam entre P = 23,87-27,31 um e E = 24,93-27,42 pm.
Outras quatro espécies do género foram analisadas por Raj (1983) apresentando
amplitude de valores de medidas contendo aquelas anteriormente citadas: P = 20-35

pm e E = 18-32 pum.

5.6 Género Stachytarpheta

O género Stachytarpheta foi aquele em que maior nimero de espécies
puderam ser encontradas na Serra do Cipd. Todas as espécies do género foram
pela primeira vez caracterizadas citogeneticamente, demonstrando comportamento
meiodtico normal. S. gesnerioides, foi relatada pela primeira vez para essa regido. A
espécie, um subarbusto que pode chegar a 2 m de altura (ATKINS, 2005), apresenta
tricomas glandulares, uma caracteristica que nao esta presente em nenhuma das
trés variedades descritas para a espécie podendo, por isso, tratar-se de uma nova
variedade. Duas das espécies apresentaram populacdes muito reduzidas e
ocorréncia muito restrita: S. mexiae e S. procumbens. Esta ultima foi localizada
apenas em uma area, ao lado da estrada, aumentando o risco de que a populacéo
seja comprometida. O porte pequeno, o habito rasteiro, a existéncia de uma Unica
populacdo e o pequeno numero de individuos dificultaram a obtencdo de material
biolégico para analise de S. procumbens. Para a espécie S. reticulata, foram
encontrados maior numero de individuos na regiao, enquanto S. glabra apresentou
distribuicdo mais ampla dentre todas as espécies do género analisadas.

Uma particularidade deste género é o pequeno numero de células obtidas nas
preparacdes citogenéticas, o que ocasionou a abertura de um numero de flores
muito superior a realizada para os outros géneros (Tabela 1.2). As espécies de
Stachytarpehta apresentam apenas duas anteras funcionais, sendo as outras duas
estaminddios atrativos aos polinizadores (ATKINS, 2005).

A estimativa da quantidade 2C de DNA dividiu as espécies de Stachytarpheta
em dois diferentes grupos: Grupo 2 (S. mexiae, S. glabra e S procumbens) e Grupo

6 (S gesnerioides e S. reticulata), conforme visto na Tabela 1.5. Esses dados
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corroboram o agrupamento gerado a partir da analise morfolégica das espécies que
ocorrem no Brasil realizado por Atkins (2005), demonstrado na Figura 1.30.

O elevado grau de endemismo observado para as espécies do género
encontradas na Serra do Cipé pode sugerir o parentesco entre elas, levando a
elaboracao de algumas hipéteses evolutivas.

Conforme evidenciado anteriormente, as espécies Stachytarpheta glabra, S.
mexiae e S. procumbens ndo apresentaram diferencas interespecificas na estimativa
da quantidade 2C de DNA (Grupo 2), variando de 1,55 a 1,63 pg. No entanto, os
nameros cromossOmicos encontrados foram diferentes, sendo 2n=56 para S.
mexiae, 2n=58 para S. procumbens e 2n=62 para S. glabra. O fato de ndo existir
variacao interespecifica reduz a possibilidade de que alguma das espécies tenha
surgido através de eventos de hibridacdo seguido de poliploidizacdo das outras
duas. Entretanto, os numeros cromossémicos 56, 58 e 62 permitem supor a
ocorréncia de fissBes/fusbes centroméricas de cromossomos, rearranjos estruturais
gue modificam o nimero cromossdmico, mas nao interferem na quantidade de DNA
(SHAN, YAN e PLUMMER, 2003).

Stachytarpheta reticulata e S. gesnerioides foram agrupadas juntas por
apresentarem quantidades de DNA quase duas vezes superior aquelas do Grupo 2.
Para a espécie S reticulata, o valor 2C encontrado foi de 2,94 pg, que somado ao
namero cromossémico 2n=82, sugere que esta espécie apresenta ploidia diferente
daquelas do Grupo 2. S. gesnerioides apresenta niumero cromossémico de 2n=54, o
gue indica nivel de ploidia proximo ao das espécies S. mexiae, S. procumbens e S.

glabra.



76

Chascanum laeta
Bouchea agrestis
glabra 1,62pg

crassifolia
polyura
elatior

‘ pachystachya
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58
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—

tuberculata
stannardii
monachinoi
confertifolia
ajugifolia
viscidula
microphylla
lythrophylla
amplexicaulis
gesSNerioides mm2,91pg
reliculata ———294pg
coccinea
speciosa
trispicata
bicolor
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radlkoferiana
almasensis
lychnitis
froesii
ganevii
arenaria
bromleyana
sericea
lacunosa
dawsonii
longispicata
atriflora
integrifolia

Figura 1.30 — Cladograma obtido a partir da analise morfolégica de 56 taxa
de Stachytarpheta. Os numeros indicam a quantidade de DNA 2C estimada
para cada uma das 5 espécies estudadas. Fonte: adaptado de Atkins 2005.
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No entanto, Stachytarpheta gesnerioides possui 2,91 pg de DNA.
Provavelmente, os cromossomos da espécie sdo maiores que aqueles
observados nas outras trés, o que implica no maior tamanho do genoma.
Pesquisas nesse sentido j4 estdo em andamento.

Apesar de a Cadeia do Espinhaco ser o centro de diversidade do
género, abrigando mais da metade das espécies, a revisdo do género
descreveu 79 espécies, concentradas, principalmente, nos estados de Goiés,
Minas Gerais e Bahia (ATKINS, 2005). Assim, para a elaboracdo de
hipoteses evolutivas mais consistentes, faz-se necessario o estudo
abrangendo maior nimero de espécies.

O polen de Stachytarpheta é tricolpado, menos freqlientemente
tetracolpado, com exina verrucada, que o distingue de todos 0s outros
géneros da familia. Apesar de Raj (1983) ter descrito a morfologia polinica do
género, a técnica utilizada ndo permitiu a medida do eixo polar. O diametro
equatorial descrito foi de 96 -115 ym. Atkins (1991) encontrou gréos de pdélen
de S. sericea com diametro equatorial superior a 175 pm.

Dentre as espécies estudadas, a forma dos grdos variaram de
subprolato a prolato, com P=93,8 - 133,55 um e E = 76,69 - 108,12 um.

5.7 Género Verbena

No género Verbena, a contagem foi de 2n=56 cromossomos para V.
litoralis, com comportamento meidtico normal e dipléide. O numero
cromossOmico é compativel com o nimero basico proposto para o género de
X=7 cromossomos, 0 que sugere a possibilidade da ocorréncia de poliploidia
para a espécie, uma vez que outras espécies do género com 2n=14
cromossomos foram anteriormente relatadas (SANDERS, 2001).

A quantidade 2C de DNA nuclear foi a primeira para o género, com
3,31pg.
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A andlise polinica evidenciou grédos de poélen tricolporados, com P=
32,38 um e E = 29,14 yum. Os valores encontrados estdo no intervalo
daqueles descritos para as espécies estudadas por Erdtman (1952), Raj
(1983) e Melhem et al. (2003), entre P= 24-44 ym e E = 27-52 pym.

5.8 Género Vitex

Para a espécie Vitex polygama, ndo foram encontradas inflorescéncias
com desenvolvimento adequado para a analise meiodtica. No entanto, foi
possivel observar os cromossomos da espécie a partir da analise mitética. O
tratamento dos meristemas apical e lateral e lateral com 8 HQ por 6 horas
permitiu a obtencdo de cromossomos com excelente condensacdo e a
determinacdo de 2n=34 cromossomos. De acordo com o numero basico de
x=8 proposto para o género por Diikgraaf, Lewis e Mitchell (1995), V.
polygama pode ter surgido a partir de um evento de poliploidizacdo (levando
a 2n=32), seguido por disploidia (2n=34).

A estimativa da quantidade 2C de DNA foi de 1,14 pg para Vitex
polygama. Para duas outras espécies do género haviam relatos na literatura:
Vitex neguno (2C=3,24 pg) e Vitex pinnata (2C=2,88 pg) (BENNET e SMITH,
1995; 2005). Tais valores sugerem ploidias diferentes entre V. polygama e as
espécies anteriormente descritas.

Os graos de polen da espécie sao reticulados, tricolpados e pequenos:

P= 25,46 um e E = 20,98 um, com a forma variando de subprolato a prolato.



104

5.9 Namero cromossdmico, tamanho do genoma e caracteristicas

polinicas em um contexto filogenético

O processo citogenético mais difundido e caracteristico que afeta a
evolucdo das plantas superiores € a poliploidia, a multiplicagdo do
complemento cromossomico inteiro. Stebbins (1971) estimou que 30 a 35%
das angiospermas sdo polipldides, enquanto Grant (1963) e Masterson
(1994) propdéem de 47 e 70%, respectivamente. Na familia Verbenaceae, o
numero basico foi sugerido para grande numero de géneros como x=8 ou 9
para Aloysia (CORAZZA-NUNES et al. 1995, SANDERS 2001), x=5 para
Bouchea (SANDERS 2001), x=11 ou 12 para Lantana (SANDERS 1987,
OJHA e DAYAL 1993, SINHA, SINHA e SHARMA, 1995), x=5 para Lippia
(SANDERS 2001), x=9 para Stachytarpheta (SANDERS 2001), x =7 para
Verbena (SCHNACK 1964, SANDERS 2001) e x=8 para Vitex (DIIKGRAAF,
LEWIS e MITCHELL, 1995). Assim, a andlise cromossdmica das 17 espécies
de Verbenaceae da Serra do Cip6 (Tabela 1.3) sugere que as espécies sao
polipléides.

Diante da grande variacao do contetdo de DNA encontrado em plantas
(Tabela 1.1), as tentativas para investigar o direcionamento da evolugcéo do
tamanho do genoma requerem que os dados sejam vistos dentro de
rigorosos padrdes filogenéticos. Em angiospermas, o0s principais estudos
foram conduzidos por Leitch, Chase e Bennett. (1998) e Soltis et al. (2003),
gue propuseram categorias distintas de acordo com o tamanho do genoma:
“‘muito pequeno” (Valor C < 1,4 pg), “pequeno” (1,4 a 3,5 pg), “intermediario”
(3,5 a 14,0 pg), “grande” (14,0 a 35,0 pg) e “muito grande” (=35 pg).
Diferentes grupos de plantas s&o caracterizados por diferentes tamanhos de
genoma ancestral. O genoma “muito pequeno” parece ser o ancestral em
angiospermas (LEITCH, CHASE e BENNETT, 1998). Grif (2000) mostrou que
a ocorréncia de poliploidia dentro das familias depende do tamanho médio do
genoma. Segundo o mesmo autor, as familias com pequeno genoma

apresentam alta porcentagem de espécies poliploides (cerca de 80%), o que
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corrobora a hipotese de as espécies estudadas neste trabalho serem
polipléides.

Considerando o aumento do tamanho do genoma como um carater
derivado, dentre os géneros estudados em Verbenaceae, Bouchea parece
ser 0 mais derivado. No género Stachytarpheta, as espécies S. gesnerioides
e S. reticulata sdo mais derivadas que S. mexiae, S. glabra e S. procumbens.

Ao estudar 226 espécies da familia Verbenaceae, Raj (1983) discute a
relagdo filogenética entre os géneros, baseando-se no conceito de que a
forma de abertura tricolpada é mais primitiva, passando a tricolporada,
tripororada e triporada. Similarmente, a linha evolutiva da estrutura da parede
polinica e escultura parecem oferecer potencial origem de informacdes
filogenéticas de grande importancia. A presenca de ornamentacdes, como
verruga, espinho e espiculas sdo consideradas caracteres primitivos
(WALKER e DOYLE, 1975).

Considerando a abertura tricolpada um carater primitivo, os géneros
Stachytarpheta, Vitex e Aegiphila sdo menos derivados. Dentro da subfamilia
Verbenoideae, o género Stachytarpheta emerge como o menos derivado,
pois, além da abertura tricolpada, apresenta ornamentacfes (verrugas) na
parede polinica. Os géneros que apresentam graos de polen tricolporados
(Aloysia, Lippia, Lantana e Verbena) sdo menos primitivos, no entanto, dentre
dos géneros estudados, Bouchea seria 0 mais derivado por apresentar pélen

tripororado.
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6 CONCLUSAO

Para 15 espécies das 17 estudadas, este constitui o primeiro relato na
literatura sobre sua caracterizacdo cromossémica. Os numeros variaram de
2n=24 em Lantana fucata, Lippia aristata, Lippia aff. microphylla e Lippia
salviifolia a 2n=84 em Aegiphila sellowiana Como o namero basico sugerido
para os géneros estudados € baixo, assim como pode ser observado para a
maioria das plantas, provavelmente as espécies estudadas sdo poliploides.

Adicionalmente, esse foi o primeiro relato da estimativa do contetdo
de DNA nuclear para as 17 espécies em estudo. A citometria de fluxo foi
eficiente para estimar a quantidade de DNA das espécies de Verbenaceae,
com a obtencdo de resultados confiaveis (CV abaixo de 3%). A analise
interespecifica revelou diferenca significativa, levando a divisdo das 17
espécies dentro de 8 grupos distintos. O fato de as espécies possuirem
tamanho do genoma “muito pequeno”, uma vez que a quantidade 2C de DNA
variou de 1,14 pg em Vitex polygama a 10,35 pg em Bouchea fluminensis,
corrobora a hip6tese de as espécies estudadas neste trabalho serem
polipléides. Considerando o aumento do tamanho do genoma como um
carater derivado, dentre os géneros estudados em Verbenaceae, Bouchea
parece ser o mais derivado. No género Stachytarpheta, as espécies S.
gesnerioides e S. reticulata provavelmente sdo mais derivadas que S.
mexiae, S. glabra e S. procumbens.

As descricdes polinicas foram inéditas para 14 das 17 espécies
analisadas. A familia Verbenaceae mostrou uma grande variagdo na
morfologia dos grdos de pdélen. Os tamanhos variaram de P=20,59 pm /
E=21,68 um em Aloysia virgata a P=129,55 um / E=93,55 um em Bouchea
fluminensis. A estrutura da exina variou entre os géneros, passando por
psilada, escabrada, verrucada, equinada, reticulada e rugulada. De acordo
com as caracteristicas polinicas, os géneros Stachytarpheta, Vitex e
Aegiphila parecem ser menos derivados que Aloysia, Bouchea, Lantana,

Lippia e Verbena. Dentro da subfamilia Verbenoideae, 0 género
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Stachytarpheta possivelmente emerge como o menos derivado, pois, além da
abertura tricolpada, apresenta ornamentacdes (verrugas) na parede polinica.
Os géneros que apresentam gréos de polen tricolporados (Aloysia, Lippia,
Lantana e Verbena) provavelmente sdo menos primitivos, no entanto, dentre
dos géneros estudados, Bouchea seria 0 mais derivado por apresentar pélen
tripororado.

O elevado numero cromossémico, a quantidade de DNA superior as
demais espécies estudadas e o pélen tripororado e psilado sugerem
fortemente que Bouchea seja 0 género mais derivado dentre os sete géneros
estudados. No entanto, estudos posteriores envolvendo maior niumero de
representantes por género deverdo ser realizados a fim de suportar tal

hipbtese.
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CAPITULO 2

AVALIACAO QUIMICA E FARMACOLOGICA DE ESPECIES DE

VERBENACEAE DA SERRA DO CIPO

1 INTRODUCAO

1.1 A Biodiversidade Brasileira

O Brasil € o pais com maior diversidade genética vegetal do mundo, contando
com mais de 55.000 espécies catalogadas (ELISABETSKY e COSTA-CAMPOS,
1996) de um total estimado entre 350.000 e 550.000. Além do uso como substrato
para a fabricacdo de medicamentos, as plantas sdo também utilizadas em praticas
populares e tradicionais como remédios caseiros e comunitarios, processo
conhecido como medicina tradicional. Até a primeira metade do século XX, o Brasil
era essencialmente rural e usava amplamente a flora medicinal, tanto nativa quanto
introduzida. Hoje, a medicina popular do pais é reflexo das unides étnicas entre 0s
diferentes imigrantes e 0s in0Omeros povos autéctones que difundiram o
conhecimento de ervas locais e de seus usos, transmitidos de geracdo em geracao
(LORENZI e MATOS, 2002).
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E reconhecida a importancia dos produtos naturais, incluindo aqueles
derivados de plantas, no desenvolvimento de modernas drogas terapéuticas
(CALIXTO, 2000). As plantas medicinais sdo importantes para a pesquisa
farmacolégica e o desenvolvimento de drogas, ndo somente quando seus
constituintes sdo usados diretamente como agentes terapéuticos, mas também
como matérias-primas para a sintese, ou modelos para compostos
farmacologicamente ativos (WHO, 1998). Estima-se que aproximadamente 40% dos
medicamentos atualmente disponiveis foram desenvolvidos direta ou indiretamente a
partir de fontes naturais, assim subdivididos: 25% de plantas, 12% de
microrganismos e 3% de animais (CALIXTO, 2001). Das 252 drogas consideradas
basicas e essenciais pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS), 11% séao
originarias de plantas e um numero significativo sdo drogas sintéticas obtidas de
precursores naturais (RATES, 2001). Além disso, nas ultimas décadas, o interesse
pelas terapias naturais tem aumentado significativamente nos paises industrializados
e acha-se em expanséo o uso de plantas medicinais e fitoterapicos (WHO, 2001).

Apesar de as informacfes existentes sobre a magnitude do mercado de
compostos de origem vegetal serem pouco precisas, estima-se que o mercado
mundial de fitoterdpicos movimenta cifras de 22 bilhdes de délares anuais (YUNES,
2001). Este quadro tem sido denominado “a revolu¢do dos medicamentos
fitoterapicos” (RATES, 2001). Estima-se que 25% dos US$ 8 bilhdes de faturamento
da industria farmacéutica brasileira, registrado em 1996, advém de medicamentos
derivados de plantas (GUERRA e NODARI, 2003). Considera-se que as vendas
nesse setor crescem 10% ao ano, com estimativa de ter alcancado a cifra de US$
550 milhdes no ano de 2001 (KNAPP, 2001). Estados Unidos e Alemanha estéo
entre 0s maiores consumidores dos produtos naturais brasileiros. Entre 1994 e 1998,
importaram, respectivamente, 1.521 e 1.466 toneladas de plantas que seguem para
esses paises sob o rétulo genérico de “material vegetal do Brasil”, de acordo com o
Ibama (REUTERS, 2002). Neste quadro confronta-se um hemisfério rico em
tecnologia mas pobre em recursos genéticos e um hemisfério sul pobre em
tecnologia, mas riquissimo em diversidade biologica. Estima-se que um gene
potencialmente util originado na biodiversidade do hemisfério sul pode representar

negoécios de US$ 1 bilhdo por ano no norte e que o germoplasma vegetal do sul
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contribua com valores estimados em US$ 66 bilhdes por ano somente na economia
dos Estados Unidos (MACHADO, 1996).

Para Ferreira (1998), apesar da riqueza da flora brasileira e da ampla
utilizacao de plantas medicinais pela populacéo, existe o consenso da insuficiéncia
de estudos cientificos acerca do assunto. Apenas 8% das espécies catalogadas
foram estudadas para pesquisas de compostos bioativos e 1.100 espécies foram
avaliadas em suas propriedades medicinais (GUERRA e NODARI, 2003).

1.2 Fitoguimica de espécies de Verbenaceae

Diversos géneros da familia Verbenaceae tém sido citados em funcéo,
principalmente, de suas propriedades medicinais comprovadas cientificamente.
Dentre eles, Aegiphila, Aloysia, Bouchea, Lantana, Lippia, Verbena, Stachytarpheta
e Vitex ocorrem na Serra do Cipé.

Aegiphila € um dos géneros menos estudados com poucos relatos sobre o
isolamento de compostos. O acido rosmarinico e propanoides foram isolados,
respectivamente, de A. mollis e A. obducta (LEITAO et al., 1995; PEDERSEN, 2000),
enquanto os compostos verbascosideo e isoverbascosideo foram identificados em
A. obducta e A. Ihotzkiana. Cinco diterpenos isolados do extrato hexanico de raizes
de A. Ihotzkiana apresentaram efeito antiproliferativo em linhagens de células
tumorais, ndo sendo identificado citotoxicidade em dois modelos propostos (COSTA-
LOTUFO et al.,, 2004). Investigacdes preliminares dos extratos cloroférmicos das
cascas de A. obducta e A. Ihotzkiana culminaram com o isolamento de lupeol, além
de grandes quantidades dos &cidos betuldnico, betulinico e ursélico, tipicos da
familia Verbenaceae (LEITAO, KAPLAN e MONACHE, 1992). Das folhas da espécie
A. hirsuta foram isolados lupeol, lupenona, glutinol e 22-dehidroclerosterol (LEITAO
et al., 1996).
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No género Aloysia, embora existam varios relatos sobre sua utilizacao
medicinal, praticamente ndo h& estudos sobre seus constituintes quimicos. A
fitoquimica no género inclui iridéides glicosidicos e compostos fendlicos como
verbascosidio e luteolina 7-glicosideo (OLIVEIRA et al., 2005). Apesar de o género
reunir cerca de 120 espécies, poucas espécies apresentam caracterizacdo dos
constituintes dos 6leos essenciais, como A. gratissima, A. triphylla, A. polystachya e
A. sellowii (MALIZIA et al.,1999; LORENZI e MATOS, 2002; SIMIONATTO et al.,
2005; ROSSATO et al., 2006, DA SILVA et al., 2006). A analise quimica revelou a
presenca predominante de citral, além de limoneno, citroneol, geraniol, a e 3-pireno,
cineol, etil-eugenol e linalol (LORENZI e MATOS, 2002). Mais recentemente, Gil et
al. (2007) descreveram o geranial e neral como componentes majoritarios do 6leo
essencial de A. citriodora.

Plantas do género Bouchea, juntamente com espécies do género
Stachytarpheta, sdo popularmente conhecidas como “gervao” e usadas na medicina
popular. Foram identificados iridoides glicosidicos em folhas de B. fluminensis
(SCHUQUEL et al., 1998; COUBE et al., 2002), além de uma mistura dos &cidos
ursélico, oleandlico e micromérico, provavelmente responsaveis pelas atividades
antiinflamatdria, antioxidante e analgésica atribuidas a espécie (DELAPORTE, 2002;
COSTA et al., 2003).

No género Lantana, a principal espécie investigada é L. camara. Os principais
componentes quimicos conhecidos para a espécie sao sabineno, R-cariofileno,
cineol, biciclogermacreno, a-humuleno e a-copaeno (FATEMEH, 2002; KHAN et al.,
2002), além de terem sido identificados taninos, mucilagens e alcaléides (LORENZI
e MATOS, 2002). O acido camarico, isolado das folhas da espécie, apresentou
significativa atividade antiinflamatéria (AHMAD et al., 2004). Outras espécies
investigadas foram L. xenica e L. montevidensis, das quais foram isolados,
principalmente, cariofileno e flavonéides (JULIANI et. al., 2002a; TSUNEATSU et al.,
2002). Ja os extratos de L. trifolia, apresentaram atividade antiinflamatoria,
antinociceptiva (SILVA et al., 2005) e antimicobacteriana (LEITAO et al., 2006), no
entanto, a composi¢ao quimica de tais extratos ndo foi analisada.

A maioria das espécies de Lippia sdo aromaticas e, por esta razdo, 0sS

estudos quimicos do género sdo mais relacionados com os componentes do 6leo
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essencial, existindo poucos estudos para identificagdo dos componentes nao-
volateis (CATALAN e LAMPASONA, 2002). Com base nesses dados, o0s
componentes encontrados com maior frequéncia no género sdo: limoneno, fB-
cariofileno, p-cimeno, canfora, linalol, B-pineno e timol (PASCUAL et al., 2001,
CATALAN e LAMPASONA, 2002). Para a espécie L. javanica, a analise do 6leo
essencial revelou quimiotipos ricos em mirceno, carvona, piperitenona, linalol e
ipsenona, apresentando atividade antimicrobiana de acordo com a composicdo de
cada 6leo. Klebsiella pneumoniae, Cryptococcus neoformans e Bacillus cereus
tiveram suas populacdes reduzidas quando submetidas aos 6leos essenciais de L.
javanica, sendo o efeito bacteriostatico mais significativo para colénias de K.
pneumoniae (VILIJOEN, 2005). O dleo essencial extraido de folhas e flores de L.
chevalieri, abundante em sesquiterpenos como B-carifileno, elemol e 6éxido de
cariofileno, apresentou atividade antibacteriana e antifingica contra seis
microrganismos testados (MEVY et al.,, 2007). Similarmente, o 6leo essencial
extraido a partir das folhas de L. origanoides demonstrou acdo antibacteriana,
atribuida principalmente ao carvacrol e timol, componentes majoritarios do oleo
(OLIVEIRA et al., 2007). Dentro do género, L. alba € uma das mais bem estudadas,
0 gque pode ser justificado pelo seu difundido uso na medicina popular brasileira.
Esta espécie € caracterizada por grande variabilidade morfolégica e de composicéo
quimica do 6leo essencial (STASHENKO, JARAMILLO e MARTINEZ, 2004;
OLIVEIRA et al., 2006b). At¢é o momento, 12 quimiotipos foram descritos: citral
(MATOS et al., 1996), linalol (FRIGHETTO et al., 1998), carvona (MATOS et al.,
1996), limoneno (PINO et al., 1997), y-terpineno (GOMES et al., 1993), citral—
mirceno (MATOS, 1996), citral-limoneno (MATOS, 1996), citral-B-cariofileno
(CRAVEIRO et al., 1981), citral-germacreno D (ZOGHBI et al., 1998), carvona—
limoneno (MATOS, 1996), 1,8-cineol-canfor (DELLACASSA et al., 1990), 1,8-cineol—
limoneno (ZOGHBI et al.,, 1998), limoneno—piperitona (SENATORE e RIGANO,
2001). No entanto, poucos estudos envolvem os componentes ndo volateis da
espécie. Isonuomiosideo, decafeoilverbascosideo e um iridéide glicosidico (tipo
lamiida) foram isolados e identificados nas folhas do quimiotipo mirceno-citral
(BARBOSA et al., 2006). Zétola et al. (2002) demonstraram o efeito sedativo e
miorelaxante do extrato etanolico de L. alba, embora ndo tenha sido identificado
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componentes volateis. Provavelmente, os componentes n&o volateis foram
responsaveis por tais atividades, uma vez que foi observada a correlagdo entre o
total de flavondides e os efeitos bioldgicos avaliados.

InvestigacBes prévias com espécies do género Stachytarpheta revelaram a
ocorréncia de iridoides glicosidicos, esteroides, flavondides, feniletandides e
fenilpropandides glicosidicos, além de alguns outros compostos fenodlicos
(CHOWDHURY et al., 2003). Os iridoides glicosidicos sdo encontrados em grande
namero de espécies, de diferentes familias. Varias atividades biol6gicas tém sido
atribuidas a presenca de tais componentes, como atividade antimicrobiana,
antitumoral, hemodindmica, colerética, hepatoprotetora e antiinflamatoria
(ROENGSUMRAN et al.,, 2002). O composto ipolamiida, um tipo de iridéide
glicosidico, foi destrito para grande nimero de espécies do género Stachytarpheta,
incluindo S. jamaicensis, S. cayennensis, S. indica, S. australis, S. guyanensis e S.
mutabilis (CHOWDHURY et al., 2003).

Estudos prévios com espécies de Verbena tém evidenciado a presenca de
flavondides, como luteolina, quercetina e apigenina (KAWASHTY e EL-GARF, 2000;
CHEN et al., 2006). Os iridoides glicosidicos sédo importantes constituintes
encontrados no género. O composto verbenobraside A, isolado das folhas de V.
brasiliensis, demonstrou elevada atividade antioxidante (ONO et al., 2006). Castro-
Gamboa e Castro (2004) isolaram das partes aéreas de Verbena litoralis dois
iridéides que demonstraram moderada atividade in vitro contra bactérias Gram
positivas e Gram negativas, bem como conduziram a alteracdo da atividade
intestinal in vivo em camundongos.

As espécies do género Vitex, conhecidas como taruma, sdo amplamente
usadas na medicina popular. O cha preparado a partir das folhas de V. polygama é
usado para tratamento de doencas renais. Gallo et al. (2008) isolaram das folhas da
espécie flavonas com potente acdo antiinflamatoria, antinociceptiva e antioxidante,
justificando o uso na medicina popular para o combate e a prevenc¢do de célculos
renais. O Oleo de V. negundo tem sido usado para tratamento de bronquite cronica,
sendo o pB-cariofileno o principal constituinte, seguido pelo B-metilionono e [3-

farneseno (TAVARES et al., 1999; XIE et al., 2005). Ensaios preliminares indicaram
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a marcada presenca de sesquiterpenos no 0Oleo essencial de V. polygama e V.
cymosa, dentre eles, fitol e isofitol (LEITAO, FONSECA e DOS SANTOS, 1999).

1.3 Plantas e Antioxidantes

A oxidacdo é um processo metabdlico que leva a producdo de energia
necessaria para as atividades essenciais das células. Entretanto, o metabolismo do
oxigénio nas células vivas também leva a producéo de radicais livres (ADEGOKE et
al., 1998). Seu excesso, no entanto, apresenta efeitos prejudiciais, tais como a
peroxidacdo de lipideos de membrana, agressdo as proteinas dos tecidos e das
membranas, as enzimas, carboidratos e ao DNA (HUSAIN, CILLARD e CILLARD,
1987). Dessa forma, encontram-se relacionados com varias patologias, tais como
artrite, choque hemorragico, doencas do coracgdo, catarata e disfuncbes cognitivas
(DEAN et al., 1997; CHRISTEN, 2000; HAMILTON et al., 2001). O stress oxidativo
parece também exercer um papel importante na carcinogénese (WETTASINGHE et
al., 2002).

Estudos clinicos e epidemiolégicos tém mostrado evidéncias de que
antioxidantes fenodlicos séo os principais fatores que contribuem para a significativa
reducdo da incidéncia de doencas cronicas e degenerativas encontradas em
populacdes cujas dietas sdo ricas na ingestao desses componentes. Dessa forma, a
importancia da pesquisa por antioxidantes naturais tem aumentado muito nos
altimos anos (JAYAPRAKASHA e JAGANMOHAN, 2000)

Para proteger as células dos danos oxidativos, produzidos durante o
metabolismo do oxigénio, um sistema antioxidante é usado por organismos
aerobicos. Os principais antioxidantes como superéxido dismutase (SOD), catalase,
glutationa peroxidase (GSH-Px), glutationa, éacido ascorbico e tocoferol sao
importantes para a protecédo celular, devido a sua habilidade em eliminar radicais

livres, como as espécies reativas de oxigénio (ERO ou ROS — Reactive Oxygen
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Species) (YOUNG e WOODSIDE, 2001). Existe um interesse crescente nas funcdes
bioquimicas de antioxidantes naturais contidos em vegetais, frutas e plantas
medicinais, que podem ser candidatos a prevencdo do dano oxidativo, promovendo
a saude (YEN et al., 2001).

Devido ao potencial carcinogénico de antioxidantes sintéticos, o0s
antioxidantes naturais séo alvos alternativos para minimizar ou retardar oS processos
de deterioracdo oxidativa em alimentos e para o desenvolvimento de alimentos
funcionais. Diferentes compostos antioxidantes presentes na dieta desempenham
importantes fungdes em retardar o desenvolvimento de doengas cronicas tais como
doencas cardiovasculares, cancer, reacdes inflamatérias e Mal de Alzheimer. A
atividade antioxidante de compostos fendlicos de plantas provavelmente deve-se as
suas propriedades redox e estruturas quimicas, que possibilitam a estes compostos
exercerem a funcdo de neutralizar radicais livres, quelar metais reativos e agirem
como captadores de oxigénio no estado singlete e triplete (CHUN et al., 2005).

Compostos fendlicos oriundos do metabolismo secundario das plantas sao
bons agentes antioxidantes naturais (ATOUI et al., 2005). Os antioxidantes
presentes em extratos de plantas vém atraindo cada vez mais a atencdo dos
pesquisadores. Extratos de frutas, cereais, e de diferentes vegetais, e seus produtos
derivados, tém mostrado atividades antioxidantes efetivas em diferentes sistemas
modelos (SUN e HO, 2005).

A atividade antioxidante de compostos organicos é dependente de algumas
caracteristicas estruturais, que incluem, na maioria dos casos, a presenca de
grupamentos fendlicos. Desta forma, flavonodides, fenilpropandides e outros
compostos aromaticos sdo o0s principais alvos da busca por antioxidantes.

O uso de extratos de vegetais no tratamento de patologias € um hébito
difundido no Brasil, o que pode ser explicado, ao menos em parte, pelo baixo custo e
pela crenca de que tais produtos ndo promovem efeitos toxicos.

Dentro da familia Verbenaceae, os géneros Lippia e Lantana destacam-se por
apresentarem espécies com propriedade antioxidante comprovadas cientificamente.
Trabalhos anteriores relataram o efeito antioxidante in vitro do 6leo essencial de L.
alba similar as substancias de referénica vitamina E e BHA (terc-butil-4-hidroxianisol)

(Stashenko et al., 2004). Monteiro et al. (2007) demonstraram a atividade
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antioxidante do 6leo essencial de Lippia sidoides, comparavel aos antioxidantes
comerciais BHT (butil-hidréxi-tolueno) e vitamina E. A atividade antioxidante de
Lippia graveolens foi demonstrada por Martinez-Rocha et al. (2008). O extrato da
espécie mostrou variada constituicdo de compostos fendlicos e flavondides, com
concentracdo significante de acido rosmarinico. Lippia berlandieri também
demonstrou grande contetdo de compostos fendlicos, provavelmente responséveis
pela atividade antioxidante dos extratos preparados a partir das folhas da espécie
(ROCHA-GUZMAN et al., 2006). Os flavondides mais comuns descritos para as
espécies do género incluem salvigenina, cupatorina, cupafolina, lutcolinma,
hispidulima, diosmetina, cismaritina, cirsiliol, pectolina, arigenina, 6-hidroxiuteolina,
jaceosidina, nepetina, hispidulina, hidroxiuteolina e nodifloretina (PASCUAL et al.,
2001). No género Lantana, apesar de varios flavonodides terem sido identificados,
existem poucos trabalhos na literatura demonstrando sua atividade antioxidante
(NAGAO et al., 2002).

A busca por opcdes terapéuticas para diferentes patologias faz da pesquisa
de produtos naturais um campo fértii em opcbes de moléculas com diferentes
atividades biolégicas. As plantas apresentam em seus metabdlitos secundarios uma
grande fonte de possiveis farmacos devido a diversidade de moléculas com as mais
variadas estruturas e propriedades quimicas. A relevancia da pesquisa de produtos
naturais proporciona a descoberta de novos farmacos e o estudo de plantas que
apresentem substancias que possam agir sobre as diferentes espécies oxidantes

geradas em nosso organismo torna-se de grande importancia.
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2 OBJETIVOS

Identificar os principais constituintes e avaliar o potencial antioxidante das

folhas de espécies de Verbenaceae da Serra do Cipo.

2.1 Objetivos especificos

- Determinar por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG/EM) o perfil cromatografico do 6leo essencial e fracdo hexanica das espécies,

durante as estacfes seca e chuvosa,

- Isolar e identificar os constituintes majoritarios presentes nas folhas de
Stachytarpheta glabra;

- Avaliar qualitativamente as classes de contituintes das folhas de espécies do

género Lippia e Lantana através das reacfes de grupos funcionais.

- Avaliar o potencial antioxidante dos extratos de espécies do género Lippia e
Lantana.
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3 MATERIAL E METODOS

A Tabela 2.1 resume o0s experimentos realizados com cada uma das
espécies, de acordo com os resultados preliminares e com a disponibiliade de
material vegetal, a fim de identificar os constituintes majoritarios e avaliar o potencial

antioxidante das folhas de Verbenaceae da Serra do Cipo.

Tabela 2.1 — Resumo dos experimentos realizados e as espécies de Verbenaceae

da Serra do Cip6 ensaiadas para cada um deles

Caracterizacdo quimica Avaliacéo

Género Espécie Triagem da atividade
(CG/IEM)  RMN _ _ o
fitoquimica antioxidante

Aegiphila A. Ihotzkiana X - _ N
A. sellowiana X - - -
Aloysia A. virgata X - - -
Bouchea B. fluminensis X - - -
Lantana L. aff. fucata X - X X
L. fucata X - - -
Lippia L. aff. microphylla X - X X
L. aristata X - X X
L. martiana X - X X
L. salviifolia X - X X
Stachytarpheta S. gesnerioides X - - -
S. glabra - X - -
S. mexiae X - - -
S. procumbens X - - -
S. reticulata X - - -
Verbena V. litoralis X - - -
Vitex V. polygama X - - -

O traco (-) corresponde as andlises ndo realizadas.
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3.1 Caracterizacao quimica

3.1.1 Caracterizacdo dos constituintes volateis por CG/EM

3.1.1.1 Coleta do material vegetal

Foram realizadas duas coletas de material vegetal na Serra do Cip4, mais
especificamente na APA do Parque Nacional da Serra do Cip0O, que ocorreram nos
meses de setembro de 2005 e fevereiro de 2006 (periodo seco e periodo de aguas,
respectivamente). Os pontos de coleta basearam-se no levantamento floristico de
Verbenaceae da Serra do Cip6 realizado por Salimena-Pires e Giulietti (1998). Os
exemplares “Voucher” de cada coleta foram incorporados ao Herbario CESJ
(ICB/UFJF) conforme as técnicas usuais. Dependendo do numero de individuos
encontrados em cada populacado, foram coletadas plantas adultas (contendo parte
aérea e subterranea) que foram transplantadas para a Estacdo Experimental de
Plantas (EEP) da UFJF

Neste trabalho foram estudadas as espécies Aeghipila lhotzkiana Cham.,
Aeghipila sellowiana Cham., Aloysia virgata (Ruiz e Pav) Juss., Bouchea fluminensis
(Vell) Moldenke, Lantana aff. fucata Lindl., Lantana fucata Lindl., Lippia aristata
Schauer,.Lippia aff. microphylla Cham., Lippia martiana Shau, Lippia salviifolia
Cham., Stachytarpheta gesnerioides Cham., Stachytarpheta mexiae Moldenke,
Stachytarpheta procumbens Moldenke, Stachytarpheta reticulata Mart. ex. Schauer,
Verbena litoralis Kunth. e Vitex polygama Cham.

Para duas das espécies em estudo, Lippia aff. microphylla e Lippia martiana,
foram identificadas duas populacdes durante a coleta que foram mantidas separadas

para analise quimica.
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3.1.1.2 Andlise do 6leo essencial e fragcdo hexanica

A extragéo do 6leo essencial foi conduzida no Laboratério de Farmacognosia
na UFJF. As analises cromatograficas do Oleo essencial e fragdo hexanica foram
realizadas no Laboratério de Quimica de Produtos Naturais (LQPN), no Instituto
Renné Rachou - FIOCRUZ.

A analise das 16 espécies de Verbenaceae foi realizada com base na
composicdo do 6leo essencial (OE) e do extrato etandlico particionado em hexano
(FH) durante o periodo seco e do periodo de aguas, de acordo com a flutuacéo
populacional e a quantidade de massa foliar para cada espécie, conforme descrito
na Tabela 2.2.

Tabela 2.2 - Espécies de Verbenaceae analisadas por dois diferentes métodos de

fracionamento durante o periodo seco e periodo de aguas.

Espécies ’ Periodo Seco ’ Periodo de Aguas
Oleo essencial Hexano Oleo essencial Hexano
Aegiphila lhotzkiana X X X X
Aegiphila sellowiana X X X X
Aloysia virgata - X X X
Bouchea fluminensis X X X X
Lantana aff. fucata - X X X
Lantana fucata X X X X
Lippia aristata X X X X
Lippia aff microphylla (Chapéu do Sol) X X X X
Lippia aff microphylla (Usina) X X X X
Lippia martiana (flor branca) X X X X
Lippia martiana (flor rosa) X X - X
Lippia salviifolia X X X X
Stachytarpheta gesneriodes X X X X
Stachytarpheta mexiae X X - -
Stachytarpheta procumbens - X - X
Stachytarpheta reticulata X X X X
Verbena litoralis X X - X
Vitex polygama X X X X

O traco (-) corresponde as andlises ndo realizadas.
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Analise do 6leo essencial

Os 6leos essenciais foram extraidos utilizando-se sistema de hidrodestilagdo
(aparelho de Clevenger). As folhas (aproximadamente 100g) foram colocadas em
baldo volumétrico, juntamente com 2 L de agua destilada e mantidas em ebulicdo
por 2 horas para folhas frescas ou 4 horas para folhas secas. O 6leo obtido foi
recolhido em frasco de vidro transparente devidamente rotulado, revestido em papel
aluminio e conservado a 4°C para posterior analise. No caso das plantas que
produziram pouco 6leo, a coluna foi lavada com cloroférmio ou acetato de etila,
realizando-se, em seguida, particdo em funil de separacdo e rotaevaporacdo em
temperatura nédo superior a 30°C.

Para a preparacdo das amostras para analise por cromatografia gasosa,
realizou-se uma diluicdo das mesmas em 200 uL de hexano (grau HPLC), seguida
de cromatografia em camada delgada (CCD) em placa T-6520 em silica gel com
poliéster. Como eluente utilizou-se hexano:acetato de etila 4,7:0,3 (v/v) e como
revelador vanilina:acido sulftrico seguido de aquecimento.

Das amostras devidamente diluidas do 6leo essencial, foi injetado 1 puL em
cromatdgrafo gasoso contendo coluna capilar Supelco DB 5 (30 m) e Hélio como gas
de arraste, acoplado ao espectrometro de massa Shimadzu QP5050A. O
equipamento foi monitorado pelo software Shimadzu CLASS 5000 nas seguintes
condicoes:

- Temperatura do injetor; 200°C

- Temperatura inicial da coluna: 50°C

- Tempo de permanéncia na temperatura inicial: 5 min
- Temperatura final da coluna: 200°C

- Tempo de permanéncia na temperatura final: 5 min
- Velocidade de aquecimento: 4°C/min

- Temperatura da interface: 220°C

- Tempo de espera apos a injecao: 5 min

- Tempo de andlise: 44,60 min
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- Splitt: 20
- Amplitude de deteccdo no espectrometro de massas: 30 a 300 m/z
O indice de Kovats (IK) para os componentes do 6leo essencial e fragéo
hexanica foi calculado com base em uma curva-padrdo de uma série homéloga de n-

alcanos (C7 — C22), de acordo com a férmula a seguir:

IK=100 Xx NCHmn + 100 x TRO — TRHmn
TRHmMr - TRHmMnN

Onde,

IK = indice de Kovats ou indice de retencéo de Kovats;

NCHmn = N° de carbono na molécula do hidrocarboneto imediatamente menor;
TRO = Tempo de retencdo do componente do 6leo essencial;

TRHmMnN = Tempo de reten¢éo do hidrocarboneto imediatamente menor;
TRHmr = Tempo de retengao do hidrocarboneto imediatamente maior.

A identificacdo dos constituintes foi baseada na comparacdo dos IK e
espectros de massas de cada substéancia com aqueles do banco de dados

Shimadzu e com os dados da literatura (Adams, 1995).

Andlise da fracdo hexanica

Os materiais vegetais (aproximadamente 2 gramas de folhas frescas) das
espécies estudadas, foram coletados e imersos em tubo Falcon com
aproximadamente 20 mL de etanol 95% (P.A.) sendo este fechado e armazenado
em temperatura ambiente, ao abrigo da luz por, no minimo 24 horas antes da
preparacao para analise.

Dos extratos etandlicos obtidos, foi retirada uma aliquota de 1 mL que foi

transferida para um recipiente de vidro previamente lavado com etanol 95% e
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hexano (grau HPLC). Igual volume de agua milliQ e hexano foram adicionados. As
misturas bifasicas foram homogeneizadas em agitador do tipo vértex e a fase
superior transferida para um microtubo, obtendo-se assim a fracdo hexanica (FH).
As FH, obtidas no dia da andlise, foram injetadas (2 uL) em CG/EM
conforme condicdes de andlise descritas no item 3.1.1.2.1, exceto pelo uso de um
splitt 4 para as amostras em hexano. A identificagdo dos constituintes foi baseada na
comparacao dos IK e os espectros de massa de cada substancia com aqueles do

banco de dados Shimadzu e com os dados da literatura (Adams, 1995).

3.1.2 Isolamento e identificacdo estrutural dos constituintes majoritarios de

Stachytarpheta glabra por RMN

3.1.2.1 Coleta do material vegetal

As amostras de Stachytarpheta glabra Cham. foram coletadas na Serra do
Cip6, na APA do Pargue Nacional da Serra do Cip6. O exemplar “Voucher” foi

depositado no Herbario CESJ (ICB/UFJF) conforme as técnicas usuais.

3.1.2.2 Extracéo, isolamento e identificacdo dos componentes majoritarios

Folhas secas de Stachytarpheta glabra (72 g) foram submetidas ao processo

de hidrodestilacédo (arraste de vapor, 100°C), utilizando-se aparelho de Clevenger
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por quatro horas, conforme descrito por Matos (1997). Apos a extragdo, o produto foi
armazenado em frasco ambar e mantido sob refrigeracéo (freezer -20°C) e ao abrigo
da luz.

O produto resultante do processo de hidrodestilacéo foi purificado mediante a
passagem por uma coluna de silica gel usando como eluente acetato de
etila/hexano e os produtos isolados foram identificados por analise dos espectros de
Ressonancia Magnética Nuclear (Bruker 300 MHz) de 'H e **C e por comparacéo
com os dados da literatura (BIANCO et al., 1976; DAMTOFT et al., 1984; CHUM et
al., 2002).

Folhas secas e pulverizadas (16,1 g) da espécie foram exaustivamente
extraidas com etanol 99,3% em aparelho de Soxhlet (aproximadamente 80°C). O
extrato bruto obtido foi concentrado sob pressdo reduzida e, posteriormente,
purificado em coluna de silica gel, usando como eluente acetato de etila/metanol. Os
compostos resultantes foram identificados por anélise dos espectros de RMN de *H
e 3C e por comparacéo com os dados da literatura (BIANCO et al., 1976; DAMTOFT
et al., 1984; CHUM et al., 2002).

3.1.3 Triagem fitoquimica de espécies de Lippia e Lantana

As analises foram conduzidas no Laboratério de Farmacognosia da UFJF e
no Nudcleo de ldentificacdo e Quantificacdo Analitica (NIQUA) na Faculdade de
Farmacia e Bioguimica da UFJF.

Folhas secas de Lippia aristata, Lippia aff. microphylla, L. martiana, L.
salviifolia e Lantana aff. fucata foram trituradas visando investigar a presencga (+) ou
auséncia (-) de flavonoides, leucoantocianidinas, taninos, cumarinas, heterosideos,
antraquinonas, saponinas e alcaldides por meio de reac¢des de grupos funcionais da
molécula (MATOS,1997).
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3.1.3.1 Flavonodides

Foram pesados cerca de 2 gramas de folhas secas e trituradas as quais
foram transferidas para béqueres, e acrescentados 15 mL de solucdo de etanol
70%. Estes materiais foram aquecidos em chapa de aquecimento (60°C)
(CERAMAC Midi, IKA — Estados Unidos da América) por 30 minutos.
Posteriormente, foram filtrados em papel de filtro e os filtrados submetidos as
reacOes para deteccao de flavonoides:

- Reacédo com cloreto de aluminio 5% (AICI3): diferentes areas de um papel de
filtro foram umedecidas, com aproximadamente cinco gotas dos extratos obtidos
anteriormente sendo acrescentado uma gota de solucdo etandlica de AICl; a 5%.
Fluorescéncia sob a luz ultravioleta (A = 365 nm) indica a presenca de flavonadides.

- Reacdo com acido bdrico (H3BOs3): a 5 mL dos extratos obtidos
anteriormente foram adicionados 3 mL de solucdo de acido borico 3% e 1 mL de
solucéo de &cido oxdlico 10%, evaporando até a secura em chapa de aquecimento
(60°C) (CERAMAC Midi, IKA — Estados Unidos da América). Em seguida, ap0s
esfriamento na superficie de trabalho, foram adicionados 10 mL de éter etilico p.a. e
observou sob a L.U.V. (A = 365 nm). O aparecimento de fluorescéncia amarela-
esverdeada indica a presenca de flavondides.

- Reacdo com hidréxido de sédio (NaOH) 1N: a 5 mL dos extratos obtidos
anteriormente foram adicionados 0,5 mL de solucdo de NaOH 1N. A coloracéo
amarelada indica a presenca de flavonoides.

- Reacdo de Shinoda: a 2 mL dos extratos obtidos anteriormente, foram
adicionados 2 a 3 fragmentos de magnésio (Mg) metélico e 1 mL de solugcdo de
acido cloridrico concentrado. Coloragcéo résea avermelhada indica a presenca de

flavondides.
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3.1.3. 2 Leucoantocianidinas

Foram adicionadas a 2 mL dos extratos alcodlicos, obtidos anteriormente,
trés gotas de &cido sulfarico (H,SO,4) concentrado. A coloragdo avermelhada indica a

presenca de leucoantocianidinas.

3.1.3.3 Taninos

Foram pesados cerca de 1 g das folhas secas trituradas e transferidas para
béqueres e adicionados 50 mL de solucdo de etanol 70%, levando a fervura em
chapa de aquecimento (CERAMAC Midi, IKA — Estados Unidos da América) por 5
minutos. Os extratos foram filtrados em papel de filtro e os filtrados submetidos as
reacoes para deteccao de taninos:

- Reac0Oes de sais de ferro: aos extratos aquosos (2 mL) foram adicionados 5
mL de agua destilada e algumas gotas de solucdo aquosa de cloreto férrico a
2%. Para reacdo positiva, foram observadas a formagdo e a coloragcdo dos
precipitados. Precipitado de coloracdo verde indica a presenca de taninos
condensados, engquanto de cor azul indica taninos hidrolisaveis.

- Reacdes com alcaldides: ao tubo de ensaio contendo os extratos (2 mL)
obtidos anteriormente foi adicionada uma gota de solucdo de &cido cloridrico
10% e algumas gotas de solucao de sal de alcaldides soluvel 0,1%. A formacéo
de precipitado indica a presenca de taninos totais.

- Reacéo com gelatina: ao tubo de ensaio contendo os extratos (2 mL) obtidos
anteriormente foi adicionada uma gota de solugcéo de acido cloridrico a 10% e
solugdo de gelatina 2,5%. A formacgédo de precipitado indica a presenca de

taninos totais.
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3.1.3. 4 Cumarinas

Foram pesados cerca de 1 g das folhas secas e trituradas que foram
transferidas para béqueres e adicionado 1 mL de solucao de acido cloridrico 10% e
10 mL de solucédo de etanol 70%, aquecido durante 2 x 10 minutos em chapa de
aguecimento (60°C) (CERAMAC Midi, IKA — Estados Unidos da Ameérica). Apos
filtracdo em papel de filtro, os volumes foram reduzidos, na chapa de aquecimento
(60°C), a 5 mL e extraidos com 10 mL de acetato de etila p.a., em funil de
separacdo. Os extratos em acetato de etila foram concentrados, em chapa de
aguecimento, a 5 mL e transferidos para um tubo de ensaio, ao qual foram
adicionados 5 mL de solucédo de hidroxido de potassio (KOH) 5%. Fluorescéncia
azul-esverdeada apds exposicdo a L.U.V. (A = 365 nm) indica a presenca de

cumarinas.

3.1.3.5 Heterosideos

Foram pesados cerca de 2 g das folhas secas e trituradas que foram
transferidas para béqueres sendo adicionados 20 mL de solucéo de etanol 50%. O
material doi levado a fervura por 30 minutos, em chapa de aquecimento (60°C)
(CERAMAC Midi, IKA — Estados Unidos da América). Em seguida, apds repouso na
superficie de trabalho, os extratos filtrados em papel de filtro. Este procedimento foi
repetido por mais duas vezes, com a adicdo de 10 mL de etanol 50% por vez. Ao
final, os extratos obtidos foram filtrados com papel de filtro e reunidos nos béqueres.
Em seguida, foram adicionados 10 mL de solucdo saturada de acetato basico de
chumbo Pb(CH3COO),. Os sobrenadantes, provenientes da adicdo da solugéo
saturada de acetato basico de chumbo, foram filtrados em papel de filtro e
transferidos para funil de separacdo. Foram adicionados 10 mL de agua destilada e
extraidos a solucéo hidroalcodlica com duas por¢gdes de 15 mL de cloroférmio p.a.

Os extratos cloroférmicos foram reunidos e concentrados, em chapa de aquecimento
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(60°C) (CERAMAC Midi, IKA — Estados Unidos da América) até 10 mL, para

realizacdo das reacfes de Kedde e Lieberman-Buchard.
- Reacdo de Kedde: para esta reacdo foram evaporados, em chapa de
aguecimento (60°C), 3 mL dos extratos cloroféormicos obtidos anteriormente, no
qual adicionou-se quatro gotas de solucdo etandlica 1% de &cido 3,5-
dinitrobenzoico e duas gotas de solucdo de hidroxido de potassio 1N. Coloracdo
vermelha violacea intensa indica a presenca de heterosideos principalmente,
lactonas a, B-insaturadas.
- Reacdo de Lieberman-Buchard: para esta reacédo foram utilizados 5 mL dos
extratos cloroférmicos obtidos anteriormente, levando estes até residuo, em
chapa de aquecimento (60°C). Foram adicionados 0,5 mL de anidro acético aos
residuos e transferidos vagarosamente para tubos de ensaio que continham 1 mL
de acido sulfurico concentrado. O aparecimento de coloracdo castanho-
avermelhada na interface indica a presenca de heterosideos, principalmente, os

que possuem nucleo esteroidal.

3.1.3.6 Saponinas

Foram pesados cerca de 2 g das folhas secas e trituradas que foram
transferidas para béqueres e adicionados 80 mL de agua destilada. Esses extratos
foram neutralizados com 10 mL de solu¢éo de carbonato de sddio 20%, e aquecidos
até fervura em chapa de aquecimento (60°C) (CERAMAC Midi, IKA — Estados
Unidos da Ameérica). Estes foram resfriados na superficie de trabalho, filtrados em
papel de filtro e transferidos para balées de 100 mL. Dez tubos de ensaio foram
numerados. No primeiro tubo foram adicionados 1 mL do extrato e 9 mL de agua
destilada. No segundo tubo foram adicionados 2 mL do extrato e 8 mL de agua
destilada e assim sucessivamente, até o décimo tubo que continha 10 mL do extrato.
Cada tubo foi vedado com parafilme e agitado manualmente durante 15 segundos. A

bateria de tubos permaneceu em repouso por 15 minutos. Espuma persistente por
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15 minutos indica a presenca de saponinas. Para cada fragdo foi realizada uma
bateria de tubos diferentes.

3.1.3.7 Alcaldides

Foram pesados cerca de 2 g das folhas secas e trituradas que foram
transferidas para béqueres sendo adicionados 20 mL de solugdo de &cido cloridrico
1%. O material foi aquecido por 10 minutos em chapa de aquecimento (60°C)
(CERAMAC Midi, IKA — Estados Unidos da América). Apos esfriamento na superficie
de trabalho, as solu¢bes foram filtradas em papel de filtro para funil de separacéo e
alcalinizados com 10 mL de solucdo de hidréxido de amoénia 10%. Os filtrados
alcalinos foram extraidos com duas por¢cdes de 10 mL de cloroféormio p.a. e filtrados
com papel de filtro para o béquer. O cloroférmio foi evaporado em banho-maria a
temperatura de 37°C e os residuos ressuspendidos em 5 mL de solucédo de &cido
cloridrico 1%. Em tubos de ensaio foi adicionado 1 mL dos residuos ressuspendidos
e adicionados o reagente de Dragendorff. O aparecimento de precipitado marrom

indica a presenca de alcaldides.

3.1.3.8 Antraquinonas

- Reacdo de Borntraeger: cerca de 0,2 g das folhas secas e trituradas foram
transferidas para béqueres. Foram adicionados 10 mL de solucdo de acido
sulfarico 2N, e mantidas em ebulicdo na chapa de aquecimento por 10 minutos.
Estes foram resfriados na superficie de trabalho e filtrados com papel de filtro
para funil de separacao, onde foram adicionados 10 mL de acetato de etila p.a..
Apés agitacdo, as fases em acetato de etila (superior) foram recolhidas e foram
adicionados 2 mL de solugcédo de hidroxido de sédio 2N com posterior agitacao

em vortex (G560, Scientific Industries — Estados Unidos da América). A presenca
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de coloracdo vermelha na camada aquosa (superior) indica a presenca de

antraquinonas.

3.2 Avaliacédo da atividade antioxidante dos extratos de espécies de Lippia e

Lantana

A atividade antioxidante de compostos organicos é dependente de algumas
caracteristicas estruturais, que incluem, na maioria dos casos, a presenca de
grupamentos fenodlicos. Uma vez que o resultado da triagem fitoquimica mostrou a
marcante presenca de flavondides nas folhas de todas as espécies estudadas, tais

plantas tornaram-se importantes alvos na busca por antioxidantes naturais.

3.2.1 Preparacao dos extratos

Os extratos brutos etandlicos (EBE) de folhas frescas foram preparados por
maceracao estatica, a frio, durante 24 horas em temperatura ambiente, na proporcao
de 10 gramas de folha : 100 mL de etanol (p.a.) 95%. ApGs esse periodo, o EBE foi
filtrado, através de papel filtro, para um béquer e particionado em iguais volumes de
hexano (p.a.) e agua destilada em funil de separacdo. As fracdes hexanica (FH) e
etandlica (FE) foram recolhidas em baldo de fundo redondo e rotaevaporadas a uma
temperatura nao superior a 30°C, a fim de ndo serem perdidos 0s compostos com

menor peso molecular.
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3.2.2 Atividade antioxidante (atividade sequestrante)

A atividade sequestrante de radicais 2,2-difenil-1,2-picrilhidrazil (DPPH) foi
determinada de acordo com o método de Sreejavan e Rao (1997), com pequenas
modificacdes. Neste modelo, 1,5 mL da solucéo etandlica de DPPH 0,05 mM foram
adicionados a 500 pL de uma solucéo etandlica das FH e FE obtidas das folhas das
espécies estudadas, nas concentracbes de 250; 125; 62,50; 31,25; 15,62; 7,81,
3,90; 1,95; 0,97 pg/mL. Os testes foram realizados em triplicata. Essa reacao
transcorreu em temperatura ambiente, por 30 minutos no escuro, e em seguida a
absorvancia foi obtida em espectrofotdmetro (UV mini 1240, Shimadzu - Jap&o) no
comprimento de onda (A) de 517 nm. Para impedir a interferéncia da cor do extrato
na leitura das amostras, foi preparada uma solucao inicial contendo 500 uL de
amostra e 1,5 mL de etanol (branco), seguida por diluicdo seriada. Como controle
negativo, foi usada a mistura de 500 pL de etanol p.a. e 1,5 mL da solucado etandlica
de DPPH 0,05 mM. O &cido ascérbico e o butil hidroxitolueno (BHT) foram usados
como padrdes de referéncia nas mesmas concentracdes (250 — 0,97 yg/mL) que as
amostras ensaiadas. A porcentagem de inibicdo do radical DPPH foi calculada

usando a equacéo:

|C5o (%) =100 x (Ao — AS)/AO
Onde:
Ao = absorvancia do controle negativo e

As = absorvancia da amostra teste.

O valor de ICs representa a concentragdo das FH ou FE, obtidas das espécies de

Lippia e Lantana, que causaram 50% de inibic&o do radical livre DPPH.
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4 RESULTADOS

4.1 Caracterizacdo quimica

4.1.1 Caracterizacdo dos constituintes volateis por CG/EM

O rendimento de 6leo essencial das espécies pode ser visto na Tabela 2.3.
Diferentemente das outras espécies analisadas nesse estudo, para Aegiphila
sellowiana e Aegiphila lhotzkiana a extragdo do OE foi realizada por dois anos
consecutivos, durante o periodo seco, em funcdo da disponibilidade material por
ocasido da coleta. No primeiro ano, foram usadas folhas secas, enquanto no
segundo, o Oleo foi extraido a partir de folhas frescas. Como o rendimento nao
apresentou significativa diferenca entre os dois anos, o rendimento compreende a
média dessas andlises (Tabela 2.3). As espécies Bouchea fluminensis,
Stachytarpheta reticulata, S. mexiae e Verbena litoralis ndo produziram oleo
essencial, mesmo quando grande quantidade de material vegetal foi usada para
extracdo. O material vegetal coletado para Lantana aff. fucata, durante o periodo
seco, e para Lippia martiana (flores rosas), Stachytarpheta mexiae e Verbena
litoralis, no periodo de aguas, foram insuficientes para o processo de extracao.
Foram identificadas populacbes com pequeno numero de individuos de
Stachytarpheta procumbens, ndo sendo possivel a coleta de suas folhas para

analise quimica.
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Tabela 2.3 - Rendimento médio do 6leo essencial extraido das folhas de espécies de

Verbenaceae da Serra do Cipo coletadas em duas estacfes

Rendimento (%)

Especie Periodo de seca Periodo de aguas
Aegiphila lhotzkiana 0,060 0,050
Aegiphila sellowiana 0,008 0,007
Aloysia virgata 0,150 0,150
Bouchea fluminensis * *
Lantana aff. fucata - 0,160
Lantana fucata 0,018 0,036
Lippia aristata 0,010 0,020
Lippia aff microphylla (Chapéu do Sol) 0,010 0,130
Lippia aff microphylla (Usina) 0,070 0,080
Lippia martiana (flor branca) 0,014 0,160
Lippia martiana (flor rosa) 0,016 -
Lippia salviifolia 0,200 0,280
Stachytarpheta gesneriodes 0,010 0,170
Stachytarpheta mexiae * -
Stachytarpheta procumbens - -
Stachytarpheta reticulata * *
Verbena litoralis * -
Vitex polygama 0,030 0,030

O traco (-) corresponde as plantas ndo coletadas e (*) as plantas que ndo produziram 6leo essencial.

Com a metodologia adotada para analise da FH, as espécies Bouchea
fluminensis, Stachytarpheta mexiae, S. procumbens, S. reticulata e Verbena litoralis
nao apresentaram perfis cromatograficos ideais para analise dos componentes,
independente da época analisada.

Os principais componentes identificados no OE e FH, com seus
respectivos tempo de retencao (TR), indice de Kovats (IK) e porcentagem relativa
(%), para as espécies Aeghiphila Ihotzkiana, A. sellowiana, Aloysia virgata,
Lantana aff. fucata, Lantana fucata, Lippia aristata, duas popula¢cdes de Lippia
aff. microphylla (Usina e Chapéu do Sol), Lippia martiana (populacées com
individuos apresentando flores rosa e branca), L. salviifolia, Stachytarpheta
gesnerioides e Vitex polygama estdo listados nas Tabelas 2.4 a 2.16. Os
componentes majoritarios (acima de 10%), bem como a porcentagem relativa

referente a cada um deles, estdo destacados em negrito.
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A analise por CG/EM do hexano (grau HPLC), submetido aos mesmos
processos de particdo que 0s extratos vegetais, indicou a pureza do solvente e a

auséncia de substancias extraiveis nas vidrarias utilizadas.

4.1.1.1 Género Aegiphila

A andlise do OE de Aegiphila Ihotzkiana demostrou variada constituicdo de
monoterpenos (Tabela 2.4), como o monoterpeno aciclico linalol e sabineno, o
monociclico a-terpineol, os biciclicos B-pineno e a-pineno e 0s alcoois mentol e
nerol. No entanto, os compostos majoritarios identificados produzidos por A.
lhotzkiana foram os sesquiterpenos, destacando-se o a e R-cariofileno e o éxido de
cariofileno. Quanto ao rendimento do 6leo essencial, o periodo do ano, seco ou
chuvoso, nao alterou significativamente sua producéao.

A analise do perfil cromatografico da particdo em hexano durante o periodo
seco para Aegiphila Ihotzkiana revelou a presenca majoritaria de o e R-cariofileno,
como observado no OE, além do germacreno D. O 6xido de cariofileno, presente no
oleo volatil, ndo foi identificado na FH.

A composicdo quimica de Aegiphila sellowiana (Tabela 2.5) apresentou
grande variacdo qualitativa e quantitativa quando comparadas as épocas de coleta.
Na estacao seca, o guaiol foi a substancia majoritaria identificada no 6leo essencial.
JA no periodo de aguas, na composicdo do Oleo essencial destacou-se o R3-
cariofileno e y-muuroleno. A FH avaliada durante o mesmo periodo demonstrou perfil
cromatografico semelhante ao OE, destacando-se R-cariofileno e y-muuroleno, além
de a-copaeno. No entanto, a FH demonstrou elevada constituicdo de monoterpenos,

gue néo foram identificados no 6leo.



Tabela 2.4 - Compostos identificados no 6leo essencial e fragdo hexanica de Aegiphila Ihotzkiana

PERIODO DE SECA

PERIODO DE AGUAS

Composto IK Oleo essencial Oleo essencial* Oleo essencial Hexano

IKC TR % IKC TR % IKC TR % IKC TR %
a-pineno 0939 - - - - - - - - - - 7,442 2,54
sabineno 0976 - - - - - - - - - - 8,708 6,15
3-pineno 0980 - - - - 8,729 Y - - - - 8,817 3,14
1-Octen-3-ol 0978 - 8,975 0,78 - - - - - - - 9,017 3,86
linalol 1098 1106,68 13,242 4,16 1106,68 13,242 1,36 - - - - - -
mentol 1173 - - - 1181,16 15,942 % - - - - - -
a-terpineol 1189 - - - 1200,00 16,625 v - - - - - -
nerol 1255 - - - 1266,52 18,975 \ - - - - - -
a-copaeno 1376 1383,63 22,967 3,19 1383,12 22,950 4,44 - - - - - -
3-bourboneno 1384 1393,30 23,292 2,95 1392,29 23,258 1,57 - - - - - -
R-elemeno 1391 1400,25 23,525 5,81 - - - - - - - - -
3-cariofileno 1418 1430,49 24,492 30,55 1430,74 24,500 30,08 1430,21 24,483 67,21 1430,49 24,492 53,47
a-cariofileno 1454 1465,13 25,600 6,95 1433,08 24,575 10,42 1465,13 25,600 13,92 1465,38 25,608 12,58
Aloaromadendreno 1461 1472,42 25,833 1,16 - - - - - - - - -
Germacreno D 1480 1492,77 26,467 3,05 1491,96 26,458 7,53 1492,50 26,475 6,94 1492,75 26,483 15,41
Biciclogermacreno 1494 - - - - - - - - - 1509,43 27,000 2,65
Germacreno A 1503 - - - - - - - - - 1517,97 27,258 \Y;
0 — cadineno 1524 1535,64 27,792 0,95 1534,81 27,767 3,95 - - - - - -
Nao identificado - 1568,43 28,783 1,74 1568,17 28,775 4,04 - - - - - -
Nao identificado - 1574,78 28,975 0,87 157452 28,967 5,14 - - - - - -
Espatulenol 1576 1596,86 29,642 7,34 1596,86 29,642 2,66 - - - - - -
Oxido de cariofileno 1581 1600,72 29,758 24,98 1601,32 29,775 20,62 1599,87 29,733 11,93 - - -
Humuleno epdxido I 1606 1627,72 30,533 2,17 1627,72 30,533 2,45 - - - - - -
Tau-Cadinol 1640 1658,50 31,417 1,68 1657,90 31,400 5,74 - - - - - -

IK: indice de Kovats; IKC: Indice de Kovats calculado; TR: Tempo de Retencéo; (%): Porcentagem relativa; (*) corresponde ao 6leo essencial extraido a partir de folhas secas, (v): vestigio; (negrito)

corresponde aos componentes majoritarios.



Tabela 2.5 - Compostos identificados no 6leo essencial e fracdo hexanica de Aegiphila sellowiana

PERIODO DE SECA

PERIODO DE AGUAS

Composto IK Oleo essencial Oleo essencial* Oleo essencial Hexano

IKC TR % IKC TR % IKC TR % IKC TR %
a-pineno 0939 - 7,325 0,13 - - - - - - - 7,458 9,27
sabineno 0976 - - - - - - - - - - 8,717 3,24
3-pineno 0980 - - - - - - - - - - 8,825 3,09
1-Octen-3-ol 0978 - 8,983 8,52 - - - - 9,009 6,85 - 9,017 9,07
Octanol-3 0993 1001,17 9,467 1,13 - - - - - - - - -
nonanono 1091 1096,03 12,858 0,25 - - - - - - - - -
linalol 1098 1106,68 13,242 1,41 - - - - - - - - -
Mentol 1173 - - - 1181,60 15,958 v - - - - - -
Metil salicilato 1190 1206,59 16,858 0,48 - - - - - - - - -
Eugenol 1356 1373,21 22,617 0,18 - - - - - - - - -
a-copaeno 1376 1383,36 22,958 0,15 1382,52 22,930 2,83 1384,37 22,992 9,17 1384,37 22,992 14,55
3-bourboneno 1384 1393,30 23,292 2,73 1392,05 23,250 v - - - - - -
3-cubebeno 1390 - - - 1397,11 23,420 v - - - - - -
3-cariofileno 1418 1430,49 24,492 4,98 1429,17 24,450 5,98 1430,49 24,492 10,13 1430,21 24,483 15,36
a-cariofileno 1454 1465,13 25,600 1,50 1463,98 25,563 3,26 - - - 1465,38 25,608 4,56
y-muuroleno 1477 149250 26,475 2,91 1491,71 26,450 3,88 1493,03 26,492 25,01 1493,03 26,492 28,56
germacreno D 1480 1496,15 26,592 1,01 1496,03 26,588 2,65 - - - - - -
lonono-B-(E) 1485 1499,00 26,683 1,96 1500,07 26,717 0,98 - - - - - -
Nao identificado - 1503,08 26,808 0,48 - - - - - - - - -
a-selineno 1494 1506,68 26,917 2,10 1506,68 26,917 5,52 1508,04 26,958 3,02 1507,78 26,950 5,04
biciclogermacreno 1494 1509,17 26,992 1,53 1509,03 26,988 5,65 - - - 1509,70 27,008 7,26
pentadecano 1500 1514,66 27,158 0,38 - - - - - - - - -
B- bisaboleno 1509 1517,44 27,242 0,85 1516,88 27,225 1,19 - - - - - -
selineno-7-epi-a 1517 1531,77 27,675 1,05 1530,94 27,650 5,02 - - - - - -
cis-calameneno 1521 1535,64 27,792 0,88 - - - - - - - - -
o-cadineno 1524 - - - 153551 27,788 4,82 - - - - - -
bourbonanono-1-nor 1558 1577,83 29,067 0,39 - - - - - - - - -
hexenil benzoato (2)-3 1570 1585,80 29,308 0,45 - - - - - - - - -
hexil benzoato N 1576 1590,50 29,450 0,18 - - - - - - - - -
espatulenol 1576 1596,86 29,642 2,83 1598,38 29,688 7,37 - - - - - -
oxido de cariofileno 1581 1600,73 29,758 6,15 1601,92 29,792 7,89 - - - - - -
guaiol 1595 1619,99 30,225 15,73 - - - - - - - - -

IK: indice de Kovats; IKC: indice de Kovats calculado; TR: Tempo de Retencéo; (%): Porcentagem relativa; (*) corresponde ao 6leo essencial extraido a partir de folhas secas, (negrito) aos componentes

majoritarios.



Tabela 2.5 (cont...) — Compostos identificados no 6leo essencial e fracdo hexancia de Aegiphila sellowiana

Composto

humuleno epoéxido 11
Tau-cadinol
o-cadinol

a-cadinol

nao identificado
bulnesol

nao identificado
B-bisabolol
a-bisabolol

Nao identificado

IK

1606
1640
1645
1653

1666
1671
1683

PERIODO DE SECA

PERIODO DE AGUAS

Oleo essencial Oleo essencial* Oleo essencial Hexano

IKC TR % IKC TR % IKC TR % IKC TR %
1628,31 30,550 0,57 1628,31 30,550 1,44 - - - - - -
1658,77 31,425 0,66 1660,24 31,467 8,12 - - - - - -
1676,18 31,925 0,65 1665,74 31,625 1,49 - - - - - -
- 1675,03 31,892 4,36 - - - - - -

- - - 1681,13 32,067 1,91 - - - - - -
1686,91 32,233 1,69 - - - - - - - - -
1692,13 32,383 0,38 1692,44 32,392 Y, - - - - - -
1700,59 32,625 0,47 - - - - - - - - -
- - - 1700,88 32,633 1,30 - - - - - -
1721,07 33,183 15,76 1718,65 33,117 1,16 - - - - - -

IK: indice de Kovats; IKC: Indice de Kovats calculado; TR: Tempo de Retencéo;

corresponde aos componentes majoritarios.

(%): Porcentagem relativa; (*) corresponde ao 6leo essencial extraido a partir de folhas secas, (v): vestigio; (negrito)
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4.1.1.2 Género Aloysia

O dleo essencial extraido das folhas de Aloysia virgata durante o periodo
seco revelou a presenca de monoterpenos, no entanto, a grande maioria dos
compostos identificados, independente da forma de extracdo ou do periodo do ano,
constituiram-se de sesquiterpenos, destacando-se o R-cariofileno, o germacreno D e
o biciclogermacreno (Tabela 2.6).

A destilacdo das folhas da espécie forneceu 0,15% de 6leo essencial (Tabela
2.3). A comparacdo entre os métodos de extracdo, demonstra, principalmente,

diferencas quantitativas dos componentes majoritarios.



Tabela 2.6 - Compostos identificados no 6leo essencial e fragdo hexanica de Aloysia virgata

PERIODO DE SECA

PERIODO DE AGUAS

Composto IK Oleo essencial Hexano Oleo essencial Hexano

IKC TR % IKC TR % IKC TR % IKC TR %
a-pineno 0939 - 7,300 0,77 - - - - - - - - -
Sabineno 0976 - 8,600 - - - - - - - - - -
3-pineno 0980 - 8,700 0,65 - - - - - - - - -
7-octen-4-ol - 8,975 0,50 - - - - - - - - -
o-elemeno 1339 - - - - - - 134591 21,700 2,08 1345,16 21,675 3,22
a-copaeno 1376 1382,14 22,917 0,77 1383,63 22,967 3,81 1385,35 23,025 1,56 1384,37 22,992 2,49
3-bourboneno 1384 1391,55 23,233 2,66 1393,30 23,292 4,62 1394,79 23,342 1,82 1394,05 23,317 2,52
3-elemeno 1391 1398,24 23,458 1,96 1400,00 23,517 4,71 1401,56 23,567 6,85 1401,03 23,550 5,62
3-cariofileno 1418 1428,39 24,425 8,50 1429,42 24,458 13,79 1431,27 24,517 7,62 1430,74 24,500 9,34
3-gurjuneno 1432 1437,24 24,708 1,53 - - - - - - - - -
a-guaieno 1439 1446,37 25,000 3,52 144794 25,050 5,30 1449,24 25,092 3,32 1448,72 25,075 4,54
N&o identificado 1454 - - - - - - - - - 1454,19 25,250 0,64
a-humuleno 1454 1463,04 25,533 3,05 - - - 1466,17 25,633 1,58 1465,38 25,608 1,62
Aloaromadendreno 1461 1470,86 25,783 1,87 - - - - - - 1473,20 25,858 1,15
Germacreno D 1480 1491,71 26,450 23,66 1492,25 26,467 13,14 1493,81 26,517 10,68 1493,53 26,508 12,66
Biciclogermacreno 1494 1508,87 26,983 24,53 1509,17 26,992 12,19 1510,82 27,042 14,48 1510,52 27,033 12,73
& — guaieno 1505 1516,61 27,217 4,49 1518,53 27,275 17,66 1519,92 27,317 9,67 1519,62 27,308 9,80
y- cadineno 1513 1529,02 27,592 2,19 - - - 1530,38 27,633 1,27 1530,11 27,625 1,14
0 — cadineno 1524 1533,69 27,733 0,85 1535,64 27,796 5,24 1537,29 27,842 4,75 1536,47 27,817 4,64
Germacreno B 1556 - - - 1572,73 28,913 7,81 1574,52 28,967 11,66 1573,96 28,950 10,47
Germacreno D-4-ol 1574 1590,24 29,442 0,99 - - - 1592,42 29,508 1,86 1591,89 29,492 1,16
Espatulenol 1576 1595,20 29,592 5,68 1595,73 29,608 7,52 - - - 1596,56 29,633 3,82
Na&o identificado - - - - - - 1597,12 29,650 7,22 - - -
Oxido de cariofileno 1581 1599,04 29,708 2,29 - - - 1601,32 29,775 2,78 1600,73 29,758 1,37
Tau-cadinol 1640 - - - - - - - - - 1639,35 30,867 0,56
Muuroleno-14-hidroxi-a 1775 - - - 1648,47 31,129 4,21 1649,79 31,167 4,76 1648,92 31,142 2,99
N&o identificado 1657,31 31,383 1,91 - - - - - - - - -
Cusinol acetato 1816 - - - - - - 1729,33 33,408 4,08 1727,26 33,392 3,32

IK: indice de Kovats; IKC: indice de Kovats calculado; TR: Tempo de Retencéo; (%): Porcentagem relativa; (v): vestigio; (negrito) corresponde aos componentes majoritarios.
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4.1.1.3 Género Lantana

Lantana aff. fucata apresentou alto rendimento (Tabela 2.3) na producdo do
Oleo essencial (0,16%), constituido de monoterpenos como o0 sabineno, e
sesquiterpenos, com destaque para o R-cariofileno (18,82%), o germacreno D
(32,82%) e o biciclogermacreno (11,57%), conforme descrito na Tabela 2.7. A
analise da partichio em hexano fornece resultados comparaveis aos obtidos na
extracdo de Oleo essencial durante o periodo de aguas ao considerarmos a
presenca dos mesmos compostos majoritarios. No entanto, houve grande diferenca
gualitativa quanto aos monoterpenos identificados no 6leo e, praticamente, ausentes
na fracdo hexanica. A comparacao entre as FH no periodo seco e de aguas nao
demonstrou significativa diferenca qualitativa ou quantitativa.

A producéo do oOleo essencial de Lantana fucata (Tabela 2.3) no periodo de
aguas demonstrou maior rendimento (0,036%) que aquele encontrado para o
periodo seco (0,018%). No entanto, a andlise do perfil cromatogréafico do OE (Tabela
2.8) demonstra que ndo houve grande variacdo qualitativa dos componentes
majoritarios, destacando-se o R-cariofileno, germacreno D e biciclogermacreno. O
perfil cromatogréafico para a FH no periodo de chuvas demonstrou, ainda, elevado

teor de 3-pineno, 3-elemeno e &-guaieno.



Tabela 2.7 - Compostos identificados no 6leo essencial e fragdo hexanica de Lantana aff. fucata

PERIODO DE SECA

PERIODO DE AGUAS

Composto IK Hexano Oleo essencial Hexano

IKC TR % IKC TR % IKC TR %
a- pineno 0939 - - - - 7,408 0,68 - - -
Sabineno 0976 - - - - 8,700 7,41 - - -
Limoneno 1031 1032,39 10,583 1,53 1033,09 10,608 2,00 1032,64 10,592 1,60
3- cis - ocimeno 1040 - - - 1042,43 10,942 0,62 - - -
3- trans - ocimeno 1050 - - - 1052,45 11,300 0,75 - - -
y - terpineno 1062 - - - 1063,41 11,692 0,29 - - -
4- terpinol 1147 - - - 1187,12 16,158 0,35 - - -
a-copaeno 1376 1585,11 23,017 2,50 1385,11 23,017 1,07 1384,10 22,983 1,89
3- bourboneno 1384 - - - 1394,79 23,342 1,13 1394,05 23,317 2,38
- elemeno 1391 - - - 1401,56 23,567 0,99 - - -
- cariofileno 1418 1431,52 24,525 23,88 1431,27 24,517 18,82 1430,49 24,492 19,71
a - humuleno 1454 1466,70 25,650 1,75 1466,45 25,642 2,50 1465,38 25,608 2,26
aloaromadendreno 1461 1473,98 25,883 2,50 1474,27 25,892 1,58 1473,20 25,858 2,09
y- muurolene 1477 - - - 1488,84 26,358 0,51 - - -
Germacreno D 1480 1494,59 26,542 47,27 1494,06 26,525 32,82 1493,28 26,500 43,65
Guaieno 1490 - - - 1499,28 26,692 0,32 - - -
Biciclogermacreno 1494 1511,09 27,050 7,09 1510,82 27,042 11,57 1509,99 27,017 12,22
Germacreno A 1503 - - - 1519,92 27,317 1,56 1518,80 27,283 1,71
y - cadineno 1513 - - - 1530,38 27,633 0,48 - - -
0- cadineno 1524 1537,56 27,850 1,84 1537,00 27,833 1,27 1535,90 27,800 1,61
Germacreno B 1556 1574,78 28,975 5,33 1574,22 28,958 3,09 1537,40 28,933 4,27
Espatulenol 1576 - - - 1596,86 29,642 2,17 - - -
Oxido de cariofileno 1581 - - - 1601,32 29,775 1,74 - - -
Viridiflorol 1590 1606,27 29,917 1,53 1605,95 29,908 2,91 1605,08 29,883 2,16

IK: indice de Kovats; IKC: indice de Kovats calculado; TR: Tempo de Retencéo; (%): Porcentagem relativa; (negrito) corresponde aos componentes majoritarios.



Tabela 2.8 - Compostos identificados no 6leo essencial e fragdo hexanica de Lantana fucata

PERIODO DE SECA PERIODO DE AGUAS
Composto IK Oleo essencial Hexano Oleo essencial Hexano
IKC TR % IKC TR % IKC TR % IKC TR

3- pineno 0939 - - - - - - - - - - 8,708
3-bourboneno 1384 1393,03 23,283 1,19 - - - 1394,79 23,342 2,10 - -
R-elemeno 1391 1400,00 23,517 2,06 - - - 1401,28 23,558 0,84 1400,78 23,542
-cariofileno 1418 1429,42 24,458 11,92 1430,21 24,483 26,23 1431,27 24,517 32,41 1430,49 24,492
a-humuleno 1454 1464,60 25,583 6,38 1465,38 25,608 10,77 1466,17 25,633 4,17 - -
aloaromadendreno 1461 1472,17 25,825 1,06 - - - 1473,98 25,883 1,25 - -
Germacreno D 1480 1492,25 26,467 15,96 1492, 75 26,483 47,46 1493,81 26,517 32,29 1493,03 26,492
Biciclogermacreno 1494 1509,17 26,992 10,46 1509,70 27,008 15,54 1510,82 27,042 2,48 1509,99 27,017
&- guaieno 1505 1518,27 27,267 4,47 - - - 1519,92 27,317 1,55 1519,36 27,300
y - cadineno 1513 1529,29 27,600 3,99 - - - 1530,38 27,633 0,27 - -
0- cadineno 1524 1535,64 27,792 2,08 - - - - - - - -
Germacreno B 1556 1572,57 28,908 5,62 - - - 1574,22 28,958 9,62 1573,40 28,933
Germacreno D-4-ol 1574 - - - - - - 1592,72 29,517 0,52 - -
Espatulenol 1576 1595,47 29,600 2,42 - - - - - - - -
Oxido de cariofileno 1581 1599,60 29,725 6,08 - - - 1601,32 29,775 6,70 - -
Viridiflorol 1590 1610,03 30,025 3,06 - - - - - - - -

IK: indice de Kovats; IKC: indice de Kovats calculado; TR: Tempo de Retencao; (%): Porcentagem relativa; (negrito) corresponde aos componentes majoritarios.
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4.1.1.4 Género Lippia

A andlise dos perfis cromatogréaficos de Lippia aristata (Tabela 2.9)
demonstrou grande similaridade, independente do periodo analisado ou da forma de
extragdo, quando comparados os componentes majoritarios. Foi observada marcada
presenca de monoterpenos, principalmente a-pineno, R-pineno, sabineno e
limoneno. Dentre os sequiterpenos, identificamos o [-cariofileno e germacreno D
como componentes majoritarios. Mesmo sendo baixo, o rendimento na producédo do
Oleo essencial (Tabela 2.3) foi maior no periodo chuvoso (0,02%) quando
comparado ao periodo seco (0,01%).

As duas populacdes de Lippia aff. microphylla (proxima a pousada Chapéu do
Sol e outra préxima a estrada da Usina) apresentaram pequenas diferencas
guantitativas e qualitativas na composicdo do 6leo ou fracdo hexanica. Lippia aff.
microphylla apresentou um perfil quimico (Tabelas 2.10 e 2.11) abundante em
monoterpenos, como 3-pineno, sabineno, a-felandreno, limoneno, [3-trans-ocimeno,
destacando-se o0 a-pineno. Os principais sesquiterpenos identificados foram o 13-
cariofileno, o a-humuleno, o germacreno D e o biciclogermacreno.

Quanto a sazonalidade, observamos a presenca do a-felandreno no dleo
essencial extraido apenas durante o periodo seco, nas duas populacdes
identificadas. Houve uma grande variacdo no rendimento do 6leo essencial,
destacando-se a alta eficiéncia na produ¢do do mesmo durante o periodo de aguas
pela populacéo de L. aff. microphylla da estrada da Usina (Tabela 2.3).

Tanto o OE quanto a FH, extraidos a partir das folhas de Lippia martiana
(Tabelas 2.12 e 2.13), exibiram elevado teor de a-pineno, 3-careno-d, a-copaeno e
3-cariofileno. A partir da analise comparativa dos cromatogramas e populacdes
contendo individuos com flores rosa ou branca observou-se que nao existe
significativa diferenca em suas constituicbes quimicas, exceto pela maior
porcentagem de 3-cis-ocimeno nos individuos com flores brancas. Do ponto de vista
quantitativo, a extracdo de Oleo essencial feita durante o periodo de aguas
apresentou rendimento dez vezes superior aquele observado no periodo seco
(Tabela 2.3).

Nos perfis cromatograficos de Lippia salviifolia destacaram-se o0s

monoterpenos o-pineno, sabineno, B-pineno, mirceno e limoneno (Tabela 2.14). O
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nerolidol foi o composto majoritario, o qual detectou-se apreciavel porcentagem nos
Oleos essenciais em relacdo aquela obtida nos extratos em hexano. O 6leo essencial
de L. salviifolia apresentou rendimento superior ao de todas as espécies

pesquisadas (Tabela 2.3), sendo maior no periodo das aguas.



Tabela 2.9 - Compostos identificados no 6leo essencial e fracdo hexanica de Lippia aristata

PERIODO DE SECA

PERIODO DE AGUAS

Composto IK Oleo essencial Hexano Oleo essencial Hexano

IKC TR % IKC TR % IKC TR % IKC TR %
a- pineno 0939 - 7,342 5,84 - 7,375 11,21 - 7,408 2,32 - 7,450 5,94
Canfeno 0953 - 7,808 0,49 - - - - 7,883 0,18 - - -
Sabineno 0976 - 8,633 2,79 - 8,675 1,71 - 8,700 6,83 - 8,717 16,01
- pineno 0980 - 8,733 0,39 - - - - 8,808 0,32 - 8,817 0,51
Freesiol 0991 - 8,975 0,87 - - - - - - - - -
3- mirceno 0991 - 9,225 0,38 - - - - 9,292 0,45 - 9,292 0,99
a- felandreno 1005 1006,77 9,667 0,62 - - - - - - - - -
Limoneno 1031 1031,69 10,558 13,94 1032,17 10,575 25,05 1033,09 10,608 11,20 1032,64 10,592 15,98
Eucaliptol 1033 1035,46 10,692 1,49 - - - - - - - - -
3- trans - ocimeno 1050 1050,83 11,242 1,38 - - - - - - - - -
Isoterpinoleno 1086 1106,43 13,233 1,25 - - - 1107,81 13,283 0,19 - - -
1,3,8-p-Mentatrieno 1111 1154,70 14,983 0,18 - - - - - - - - -
Nao identificado - - - - - - - - - - 1066,90 15,425 1,34
0- elemeno 1339 - - - - - - 1346,14 21,708 0,26 - - -
a - copaeno 1376 1383,63 22,967 0,20 - - - 1385,11 23,017 0,48 1384,37 22,992 0,63
3- bourboneno 1384 1393,30 23,292 0,15 - - - 1394,79 23,342 0,34 - - -
3- cubebeno 1390 - - - - - - 1399,73 23,508 0,60 1398,99 23,483 0,50
3- cariofileno 1418 1431,27 24,517 30,16 1431,27 24,517 32,70 1431,77 24,533 26,49 1430,49 24,492 21,11
a - humuleno 1454 1465,13 25,600 2,56 1466,17 25,633 1,98 1466,45 25,642 1,84 1464,67 25,617 1,30
aloaromadendreno 1461 1472,70 25,842 0,97 - - - 1473,98 25,883 1,09 1473,20 25,858 0,97
Germacreno D 1480 1494,06 26,525 28,52 1493,81 26,517 24,27 149459 26,542 36,73 1493,28 26,500 27,42
Biciclogermacreno 1494 1509,43 27,000 3,83 1510,82 27,042 3,06 1511,09 27,050 6,07 1509,99 27,017 3,57
y - cadineno 1513 1529,29 27,600 0,49 - - - 1530,68 27,642 0,20 - - -
0- cadineno 1524 1535,90 27,800 0,37 - - - 1537,00 27,833 0,44 - - -
Germacreno B 1556 1573,13 28,925 1,33 - - - 1574,22 28,958 1,01 - - -
N&o identificado - 1591,07 29,467 0,49 - - - 1592,42 29,508 0,23 - - -
Oxido de cariofileno 1581 1599,87 29,733 0,97 - - - - - - - - -
Guaiol 1595 - - - - - - - - - 1614,97 30,167 0,95

IK: indice de Kovats; IKC: indice de Kovats calculado; TR: Tempo de Retencéo; (%): Porcentagem relativa; (negrito) corresponde aos componentes majoritarios.



Tabela 2.10- Compostos identificados no 6leo essencial e fracdo hexanica de Lippia aff. microphylla (populacédo de Chapéu do Sol)

PERIODO DE SECA

PERIODO DE AGUAS

Composto IK Oleo essencial Hexano Oleo essencial Hexano

IKC TR % IKC TR % IKC TR % IKC TR %
a- pineno 0939 - 7,333 6,38 - 7,367 5,41 - 7,408 12,69 - 7,442 6,81
Canfeno 0953 - 7,808 0,89 - 7,842 0,40 - 7,883 1,09 - 7,900 0,42
Sabineno 0976 - 8,625 0,60 - 8,667 0,39 - 8,700 1,10 - 8,700 0,92
3- pineno 0980 - 8,725 1,83 - 8,767 0,95 - 8,800 3,48 - 8,808 1,54
3- mirceno 0991 - 9,217 % - 9,250 0,29 - 9,292 0,77 - 9,275 0,47
a- felandreno 1005 1006,77 9,667 2,68 - - - - - - - - -
8- 3- careno 1011 - - - - - - 1015,16 9,967 1,08 1014,46 9,942 0,66
p-cimeno 1026 1027,75 10,417 0,94 - - - 1029,37 10,475 0,40 - - -
Limoneno 1031 1033,99 10,533 2,84 1032,17 10,575 1,07 1032,87 10,600 1,51 1032,39 10,583 0,48
[3- cis - ocimeno 1040 1040,34 10,867 1,26 1041,48 10,908 0,55 1042,43 10,942 1,35 1041,48 10,908 0,43
[3- trans - ocimeno 1050 1050,57 11,233 2,29 1051,52 11,267 0,80 1052,45 11,300 3,10 1051,74 11,275 1,63
y- terpineno 1062 1061,76 11,633 % - - - 1063,64 11,700 0,60 1062,71 11,667 \%
Terpinoleno 1088 - - - - - - 1094,18 12,792 0,86 1093,23 12,758 0,47
linalol 1098 1106,21 13,225 1,87 1107,69 13,275 0,44 1107,81 13,283 1,81 1106,68 13,242 0,89
4- terpinol 1177 1185,30 16,092 0,94 - - - 1186,90 16,150 0,62 1185,74 16,108 %
Bornil acetato 1285 1294,34 19,958 1,78 1295,75 20,008 0,31 1296,01 20,017 1,22 1295,05 19,983 0,61
a - copaeno 1376 1383,36 22,958 2,43 1384,85 23,008 3,34 1385,11 23,017 2,29 1384,61 23,000 4,79
[3- bourboneno 1384 1392,80 23,275 0,9 1394,28 23,325 0,45 1394,79 23,342 0,48 1393,54 23,300 0,89
[3- cubebeno 1390 - - - 1399,49 23,500 0,32 - - - 1398,75 23,475 1,04
[3-cariofileno 1418 1429,71 24,467 6,72 1430,99 24,508 9,66 1431,27 24,517 4,14 1430,49 24,492 5,57
3- gurjuneno 1432 1438,56 24,750 0,73 1440,37 24,808 0,45 1440,37 24,808 0,48 143959 24,783 0,69
a — bergamoteno 1436 - - - 144534 24,967 0,20 - - - 144456 24,942 0,45
a — guaieno 1439 1447,69 25,042 1,52 1449,25 25,092 0,73 1449,25 25,092 0,79 1448,47 25,067 2,35
o - humuleno 1454 1465,38 25,608 17,03 1466,70 25,650 26,22 1466,45 25,642 10,98 1465,38 25,608 1,88
aloaromadendreno 1461 1472,42 25,833 1,35 1473,73 25,875 1,68 1473,98 25,883 1,16 1473,20 25,858 2,54
y- muurolene 1477 1487,80 26,325 1,73 1489,37 26,375 1,07 1488,84 26,358 1,33 - - -
Germacreno D 1480 1492,75 26,483 12,52 149431 26,533 27,84 1493,81 26,517 12,84 1496,40 26,600 39,13
[3- selineno 1485 1500,60 26,733 0,56 - - - - - - 1501,42 26,758 0,72
Biciclogermacreno 1494 1509,17 26,992 8,14 1510,82 27,042 11,43 1510,82 27,042 9,47 1511,35 27,058 11,45
©- guaieno 1505 1517,70 27,250 0,94 1519,36 27,300 0,43 1519,92 27,317 0,50 1518,80 27,283 1,15
y - cadineno 1513 1526,24 27,508 0,59 - - - 1527,90 27,558 0,39 1527,07 27,533 0,48

IK: Indice de Kovats; IKC: indice de Kovats calculado; TR: Tempo de Retengéo; (%): Porcentagem relativa; (v): vestigio; (negrito) corresponde aos componentes majoritarios.



Tabela 2.10 (cont...) - Compostos identificados no éleo essencial e fracdo hexanica de Lippia aff. microphylla (populacédo de Chapéu do

Sol)

PERIODO DE SECA

PERIODO DE AGUA

Composto K Oleo essencial Hexano Oleo essencial Hexano

IKC TR % IKC TR % IKC TR % IKC TR %
Nao identificado - 1529,02 27,592 0,93 - - - 1530,38 27,633 0,55 1529,55 27,608 0,79
0- cadineno 1524 1535,64 27,792 3,62 1537,00 27,833 2,25 1537,00 27,833 3,13 1536,47 27,817 3,10
Espatulenol 1576 1595,47 29,600 \Y - - - 1597,12 29,650 2,18 1595,73 29,608 0,51
Viridiflorol 1590 1601,60 29,783 2,89 - - - 1603,06 29,825 3,23 - - -
Guaiol 1595 1610,31 30,033 0,94 - - - 1611,49 30,067 1,26 - - -
Humulene epoxide Il 1606 1627,72 30,533 1,60 - - - 1628,90 30,567 0,99 - - -
Cubenol -1, 10-Di-epi 1614 - - - - - - 1633,25 30,692 0,34 - - -
1- epi- cubenol 1627 1645,44 31,042 1,04 - - - 1647,18 31,092 0,88 - - -
T- cadinol 1640 1660,79 31,483 3,06 1662,26 31,525 0,43 1662,26 31,525 3,41 - - -
a — epi- muurolol 1641 - - - - - - - - - 1661,11 31,492 1,12
0- cadinol 1645 1665,15 31,608 0,98 - - - 1666,33 31,642 1,13 1665,15 31,608 0,47
Nao identificado - 1673,57 31,850 3,07 1675,31 31,900 0,43 1675,03 31,892 3,37 - - -
a - cadinol 1653 - - - - - - - - - 1673,85 31,858 1,34

IK: indice de Kovats; IKC: indice de Kovats calculado; TR: Tempo de Retencéo; (%): Porcentagem relativa; (v): vestigio; (negrito) corresponde aos componentes majoritarios.



Tabela 2.11 - Compostos identificados no 6leo essencial e fracdo hexanica de Lippia aff. microphylla (populacdo da estrada da

Usina)
PERIODO DE SECA PERIODO DE AGUAS
Composto IK Oleo essencial Hexano Oleo essencial Hexano

IKC TR % IKC TR % IKC TR % IKC TR %
a- pineno 0939 - 7,383 8,99 - 7,358 7,26 - - - - 7,458 8,04
Canfeno 0953 - 7,825 1,52 - 7,833 0,45 - - - - 7,917 %
Sabineno 0976 - 8,633 0,38 - 8,650 0,40 - - - - 8,717 0,67
- pineno 0980 - 8,750 2,24 - 8,758 1,61 - 8,800 0,34 - 8,825 1,28
3- mirceno 0991 - 9,225 0,61 - - - - - - - 9,300 2,23
a- felandreno 1005 1007,92 9,708 3,72 - - - - - - - - -
0- 3- careno 1011 - - - - - - - - - 1015,38 9,975 7,85
a- terpineno 1018 1018,88 10,100 0,23 - - - - - - - - -
p-cimeno 1026 1028,45 10,442 2,14 - - - - - - 1029,37 10,475 -
Limoneno 1031 1032,17 10,575 3,08 1031,47 10,550 0,41 - - - 1032,87 10,600 0,91
Eucaliptol 1033 1035,66 10,700 0,08 - - - - - - - - -
[3- cis - ocimeno 1040 1041,03 10,892 1,40 1041,26 10,900 0,80 - - - 1041,96 10,925 0,59
[3- trans - ocimeno 1050 1051,97 11,283 4,28 1051,27 11,258 2,21 - - - 1052,22 11,292 2,47
Terpinoleno 1088 1092,53 12,733 0,21 - - - - - - 1093,93 12,783 2,27
linalol 1098 1107,37 13,267 2,22 - - - - - - 1107,37 13,267 0,52
Borneol 1165 1176,33 15,767 0,16 - - - - - - - - -
4- terpinol 1177 1185,74 16,108 1,07 - - - - - - - - -
a - terpineol 1189 1200,23 16,633 0,31 - - - - - - - - -
Bornil acetato 1285 1295,05 19,983 1,47 - - - - - - - - -
a — cubebeno 1351 1356,33 22,050 0,17 - - - - - - - - -
Eugenol 1356 1373,68 22,633 0,13 - - - - - - - - -
Yangleno 1372 1379,40 22,825 0,15 - - - - - - - - -
a - copaeno 1376 1385,11 23,017 4,10 1384,61 23,000 5,45 1385,35 23,025 0,52 1384,85 23,008 3,98
3- bourboneno 1384 1393,30 23,292 0,41 1393,78 23,308 0,49 - - - 1394,05 23,317 0,47
3- cubebeno 1390 1398,24 23,458 0,16 1398,99 23,483 0,55 - - - 1399,26 23,492 0,86
a - gurjuneno 1409 1420,33 24,167 0,21 - - - - - - - - -
3- cariofileno 1418 1433,61 24,592 13,20 1430,74 24,500 21,88 1431,52 24,525 14,40 1431,52 24,517 9,95
3- gurjuneno 1432 1439,59 24,783 0,47 1439,87 24,792 1,03 - - - 1440,12 24,800 0,75
a - bergamoteno 1436 144456 24,942 0,12 - - - - - - - - -

IK: Indice de Kovats; IKC: indice de Kovats calculado; TR: Tempo de Retengéo; (%): Porcentagem relativa; (v): vestigio; (negrito) corresponde aos componentes majoritarios.



Tabela 2.11 (cont...) - Compostos identificados no 6leo essencial e fracdo hexanica de Lippia aff. microphylla (estrada da Usina)

PERIODO DE SECA PERIODO DE AGUAS
Composto IK z - > -
Oleo essencial Hexano Oleo essencial Hexano

IKC TR % IKC TR % IKC TR % IKC TR %
a — guaieno 1439 - - - - - - - - - 1448,97 25,083 3,76
Aromadendreno 1439 1450,03 25,117 0,19 - - - - - - - - -
a - humuleno 1454 1468,79 25,717 11,90 1465,92 25,625 3,64 1466,45 25,642 1,28 1465,92 25,625 1,74
aloaromadendreno 1461 1473,98 25,883 0,90 1473,73 25,875 2,23 - - - 1473,73 25,875 1,89
y- muurolene 1477 1489,62 26,383 1,25 1488,59 26,350 1,69 1489,37 26,375 0,74 1489,62 26,383 2,18
Germacreno D 1480 1495,09 26,558 6,22 1493,81 26,517 28,81 1494,06 26,525 31,73 1494,84 26,550 23,63
3- selineno 1485 1499,28 26,692 0,43 - - - - - - 1499,28 26,692 0,60
a - selineno 1494 - - - - - - - - - 1501,72 26,767 0,96
Biciclogermacreno 1494 1510,52 27,033 2,66 1510,26 27,025 5,18 1511,09 27,050 21,23 1510,82 27,042 9,84
a - muurolene 1499 1512,74 27,100 0,80 1512,74 27,100 1,43 - - - - - -
Germacreno A 1503 - - - - - - 1520,45 27,333 0,89 - - -
0- guaieno 1505 - - - - - - - - - 1519,09 27,292 1,49
y - cadineno 1513 1519,09 27,292 0,39 - - - 1528,19 27,567 0,84 - - -
Cubebol 1514 1526,80 27,525 0,40 - - - 1530,38 27,633 0,80 1527,37 27,542 0,57
0- cadineno 1524 1537,56 27,850 3,70 1536,73 27,825 4,75 1537,56 27,850 2,21 1536,73 27,825 3,57
a - cadineno 1538 1550,79 28,250 0,20 - - - - - - - - -
a - calacoreno 1542 1558,50 28,483 0,18 - - - - - - - - -
Germacreno B 1556 1573,13 28,925 0,54 1573,69 28,942 0,91 1574,22 28,958 0,65 1573,69 28,942 0,58
Oxido de cariofileno 1581 1600,73 29,758 2,05 - - - - - - - - -
Copaen-4-ol- a- B 1584 - - - - - - 1597,12 29,650 3,17 1596,56 29,633 0,40
Nao identificado - - - - - - - 1603,34 29,833 4,58 - - -
Nao identificado - 1610,90 30,050 0,78 - - - 1612,05 30,083 1,99 1610,90 30,050 0,75
Humulene epoxide I 1606 1628,31 30,550 1,01 - - - - - - - - -
Cubenol -1, 10-Di-epi 1614 1638,38 30,667 0,44 - - - - - - - - -
1- epi- cubenol 1627 1646,31 31,067 1,06 - - - - - - 1646,87 31,083 0,46
Tau-cadinol 1640 1659,92 31,458 1,04 - - - 1660,52 31,475 2,44 1661,35 31,499 1,28
0- cadinol 1645 1662,26 31,525 1,17 1661,66 31,508 1,00 1662,53 31,533 2,55 - - -
Nao identificado - 1666,33 31,642 0,69 1666,33 31,642 0,46 1667,20 31,667 1,09 1665,74 31,625 0,48
N&o identificado - 1675,31 31,900 2,62 1674,72 31,883 1,67 1675,31 31,900 6,52 1672,98 31,833 2,15

IK: indice de Kovats; IKC: indice de Kovats calculado; TR: Tempo de Retencéo; (%): Porcentagem relativa; (negrito) corresponde aos componentes majoritarios.



Tabela 2.12 - Compostos identificados no 6leo essencial e fracdo hexanica de Lippia martiana (flor branca)

PERIODO DE SECA PERIODO DE AGUAS
Composto IK Oleo essencial Hexano Oleo essencial Hexano

IKC TR % IKC TR % IKC TR % IKC TR %
a- pineno 0939 - 7,358 20,08 - 7,367 16,37 - 7,383 24,33 - 7,442 10,64
Canfeno 0953 - 7,808 0,81 - - - - 7,858 0,63 - 7,892 v
3- pineno 0980 - 8,733 3,07 - 8,758 1,35 - 8,775 2,42 - 8,800 1,16
3- mirceno 0991 - 9,225 4,18 - 9,250 3,65 - 9,267 4,67 - 9,275 2,86
8- 3- careno 1011 1013,29 9,900 6,59 1013,76 9,917 6,37 1014,21 9,933 8,51 1014,46 9,942 4,83
p-cimeno 1026 1027,75 10,417 3,19 - - - 1028,90 10,458 0,54 - - -
Limoneno 1031 1031,24 10,542 5,05 1031,94 10,567 3,92 1032,39 10,583 7,30 1032,17 10,575 2,98
3- cis - ocimeno 1040 1040,78 10,883 5,41 1041,26 10,900 8,86 1041,73 10,917 12,77 1041,48 10,908 7,66
[3- trans - ocimeno 1050 1050,83 11,242 2,55 1051,52 11,267 4,21 1051,75 11,275 5,87 1051,52 11,267 3,80
y - terpineno 1062 1061,76 11,633 1,81 1062,71 11,667 0,31 1062,83 11,671 0,48 1062,46 11,658 0,34
Terpinoleno 1088 1092,53 12,733 4,19 1093,23 12,758 5,97 1093,48 12,767 7,36 1093,01 12,750 4,66
linalol 1098 1106,21 13,225 1,03 - - - 1106,21 13,225 0,41 - - -
4- terpinol 1177 1185,05 16,083 1,49 - - - 1186,04 16,119 0,80 1185,52 16,100 0,40
a - terpineol 1189 1199,81 16,618 0,65 - - - - - - - - -
o — copaeno 1376 1383,86 22,975 5,48 1384,61 23,000 11,37 1384,37 22,992 3,63 1384,10 22,983 10,63
Geranil acetato 1383 1392,29 23,258 0,44 - - - - - - - - -
B-cariofileno 1418 1430,74 24,500 15,78 1430,99 24,508 23,26 1430,49 24,492 11,34 1430,74 24,500 20,40
a - bergamoteno 1436 1443,78 24,917 1,21 1444,81 24,950 1,47 1444,62 24,944 0,36 1443,78 24,917 1,81
a - humuleno 1454 1464,60 25,583 1,49 1465,32 25,625 0,64 1465,38 25,608 0,43 1464,60 25,583 1,52
aloaromadendreno 1461 1472,17 25,825 - - - - - - - 1472,42 25,833 0,62
y- muurolene 1477 1487,02 26,300 0,44 1488,15 26,336 0,31 - - - 1487,02 26,300 0,88
Biciclogermacreno 1494 1508,87 26,983 0,91 - - - - - - - - -
a - muurolene 1499 1511,65 27,067 0,88 1513,15 27,117 0,87 1512,48 27,092 0,38 151191 27,075 1,46
3- bisabolone 1509 1517,14 27,233 0,57 - - - - - - 1517,14 27,233 0,77
0- cadineno 1524 1535,64 27,792 3,12 1536,73 27,825 6,17 1535,90 27,800 2,53 1535,64 27,792 6,95
Espatulenol 1576 1595,73 29,608 1,06 - - - 1601,60 29,783 0,93 - - -
Oxido de cariofileno 1581 1599,87 29,733 3,84 - - - - - - 1599,87 29,733 0,39
Nao identificado - 1610,03 30,025 1,89 161154 30,058 0,45 1610,50 30,042 2,96 1609,75 30,017 0,61

IK: indice de Kovats; IKC: indice de Kovats calculado; TR: Tempo de Retencéo; (%): Porcentagem relativa, (v): vestigio; (negrito) corresponde aos componentes majoritarios.



Tabela 2.13 - Compostos identificados no 6leo essencial e fragdo hexanica de Lippia martiana (flor rosa)

PERIODO DE SECA

PERIODO DE AGUAS

Composto IK Oleo essencial Hexano Hexano

IKC TR % IKC TR % IKC TR %
a- pineno 0939 - 7,342 9,36 - 7,358 9,84 - 7,425 8,73
Canfeno 0953 - 7,800 1,53 - 7,833 0,96 - 7,892 1,13
Sabineno 0976 - 7,833 Y - - - - -
3- pineno 0980 - 8,725 1,40 - 8,742 v - 8,800 0,83
3- mirceno 0991 - 9,225 6,74 - 9,242 2,70 - 9,275 2,57
a- felandreno 1005 1006,77 9,667 0,39 - - - - - -
8-3-careno 1011 1013,76 9,917 11,80 1013,76 9,917 7,52 1014,46 9,942 4,77
a- terpineno 1018 1018,66 10,092 0,46 - - - - - -
p-cimeno 1026 1027,50 10,408 0,82 - - - - - -
Limoneno 1031 1030,99 10,533 2,63 1031,69 10,558 1,31 1032,39 10,583 1,17
Eucaliptol 1033 1035,19 10,683 0,53 - - - - - -
3- cis - ocimeno 1040 1041,03 10,892 6,45 1041,26 10,900 2,77 1041,73 10,917 1,93
- trans - ocimeno 1050 1050,57 11,233 2,46 - - - 1051,52 11,267 1,02
y - terpineno 1062 1061,54 11,625 0,67 - - - - - -
Terpinoleno 1088 1093,23 12,758 10,30 1093,23 12,758 4,11 1093,48 12,767 4,32
linalol 1098 1106,21 13,225 2,13 - - - - - -
4- terpinol 1177 1185,05 16,083 1,42 - - - - - -
a - terpineol 1189 1200,00 16,625 1,85 - - - - - -
Longicicleno 1373 1374,93 22,675 0,32 - - - - - -
a-copaeno 1376 1383,63 22,967 3,58 1384,61 23,000 14,84 1383,86 22,975 9,38
Geranil acetato 1383 1392,29 23,258 1,86 - - - - - -
cipereno 1398 1419,54 24,142 0,35 - - - 1419,79 24,150 1,38
B-cariofileno 1418 1431,27 24,517 15,29 1430,74 24,500 38,43 1430,21 24,483 30,63
a - bergamoteno 1436 1443,50 24,908 0,90 144,81 24,950 3,91 1444,03 24,925 4,03
a - humuleno 1454 1464,60 25,583 1,10 1465,92 25,625 v 1464,88 25,592 2,48
aloaromadendreno 1461 1471,92 25,817 Y - - - - - -
3- acoradineno 1466 1502,81 26,808 0,37 - - - 1503,37 26,817 1,26
Biciclogermacreno 1494 1508,60 26,975 0,51 - - - - - -
a - muurolene 1499 1511,35 27,058 0,57 - - - 1511,91 27,075 1,34
- bisabolone 1509 1516,88 27,225 0,32 - - - 1517,44 27,242 1,18
0- cadineno 1524 1535,34 27,783 2,83 1536,47 27,817 8,52 1535,64 27,792 7,64
Oxido de cariofileno 1581 1599,60 29,725 2,83 1602,47 29,808 v 1601,60 29,783 1,48

K: Indice de Kovats; IKC: indice de Kovats calculado; TR: Tempo de Retenc&o; (%): Porcentagem relativa, (v): vestigio; (negrito) corresponde aos componentes majoritarios.



Tabela 2.14 - Compostos identificados no 6leo essencial e fracdo hexanica de Lippia salviifolia

PERIODO DE SECA

PERIODO DE AGUAS

Composto IK Oleo essencial Hexano Oleo essencial Hexano

IKC TR % IKC TR % IKC TR % IKC TR %
a- pineno 0939 - 7,333 0,46 - 7,358 10,85 - 7,392 1,66 - 7,433 2,91
Canfeno 0953 - 7,808 0,05 - 7,833 0,35 - - - - - -
Sabineno 0976 - 8,625 0,15 - 8,642 0,76 - 8,683 0,59 - 8,708 1,02
- pineno 0980 - 8,725 0,38 - 8,750 0,94 - 8,783 0,95 - 8,808 1,32
3- mirceno 0991 - 9,217 0,16 - 9,233 1,64 - 9,275 Y - - -
Limoneno 1031 1030,99 10,533 0,45 1031,47 10,550 1,76 1032,39 10,583 1,29 1032,39 10,583 0,76
- trans - ocimeno 1050 1050,57 11,233 0,13 - - - 1051,97 11,283 0,55 1051,75 11,275 0,75
linalol 1098 1106,68 13,242 0,89 1106,68 13,242 0,43 1107,37 13,267 1,10 1106,90 13,250 0,70
4- terpinol 1177 1186,49 16,092 0,27 - - - - - - - - -
a - terpineol 1189 1200,00 16,625 0,06 - - - - - - - - -
Verbenone 1204 1220,29 17,342 0,11 1220,86 17,362 1,18 - - - - - -
Verbenil acetato cis 1282 - - - 1293,89 19,942 0,85 - - - - - -
Verbenil acetato trans 1292 - - - 1304,73 20,317 8,52 - - - - - -
a — copaeno 1376 1383,63 22,967 0,88 1384,10 22,983 2,59 1384,37 22,992 0,51 1384,10 22,983 1,82
3- bourboneno 1384 1393,03 23,283 0,21 - - - - - - 1393,78 23,308 0,71
3- elemeno 1391 1400,00 23,517 0,64 - - - 1400,78 23,542 0,49 1400,25 23,525 1,50
R-cariofileno 1418 1432,05 24,542 6,43 1430,21 24,483 7,48 1430,49 24,492 2,50 1430,21 24,483 7,25
a - gurjuneno 1409 1439,09 24,767 0,14 - - - - - - 1439,34 24,775 0,53
a - humuleno 1454 1465,92 25,625 3,10 1465,13 25,600 1,19 1465,67 25,617 1,63 1465,38 25,608 5,10
aloaromadendreno 1461 1472,95 25,850 0,91 1473,20 25,858 1,13 1473,48 25,867 0,73 1472,95 25,850 2,37
y- muurolene 1477 1489,62 26,383 0,43 1488,34 26,342 0,42 - - - 1488,59 26,350 0,98
Germacreno D 1480 1495,09 26,558 6,15 1493,28 26,500 17,46 1493,03 26,492 10,28 1493,81 26,517 25,18
- selineno 1485 1499,00 26,683 0,58 - - - - - - 1498,75 26,675 0,93
Biciclogermacreno 1494 1509,70 27,008 1,34 1509,70 27,008 1,34 1509,99 27,017 1,53 1509,70 27,008 3,08
a - muurolene 1499 1512,74 27,100 0,23 - - - - - - - - -
Germacreno A 1503 1519,92 27,317 1,40 1519,09 27,292 2,22 1519,36 27,300 0,92 1518,80 27,283 2,30
y — cadineno 1513 - - - 1530,11 27,625 0,50 1529,85 27,617 0,52 1529,29 27,600 0,68
O- cadineno 1524 1535,90 27,800 0,78 1536,17 27,808 0,82 1536,17 27,808 0,60 1535,90 27,800 1,09
Nerolidol 1564 1587,76 29,367 57,04 1575,35 28,992 31,94 1575,35 28,992 67,98 1575,61 29,000 29,65
Germacrenol 1574 - - - - - - - - - 1591,59 29,483 0,70
Espatulenol 1576 1603,34 29,833 2,86 - - - - - - 1596,03 29,617 0,75

IK: indice de Kovats; IKC: indice de Kovats calculado; TR: Tempo de Retencao; (%): Porcentagem relativa; (v): vestigio; (negrito) corresponde aos componentes majoritarios.
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4.1.1.5 Género Stachytarpheta

Para o género Stachytarpheta, apenas S. gesnerioides pode ser analisada
pelo método proposto, sendo que as demais espécies ndo produziram separacéo de
fases Oleo essencial/dgua, bem como néo apresentaram um perfil cromatogréafico
gue possibilitasse a identificacéo confiavel dos compostos da fracdo hexanica.

Para Stachytarpheta gesnerioides (Tabela 2.15) o guaiol foi identificado como
substancia principal (>50%), tanto no 6leo quanto na fracdo hexanica, seguido por

um composto que nao foi identificado através das técnicas disponiveis.

4.1.1.6 Género Vitex

Em Vitex polygama (Tabela 2.16) observamos a predominéncia de
sesquiterpenos, principalmente o 3-cariofileno, germacreno D e biciclogermacreno.
No periodo das 4guas a espécie apresentou marcada presenca de monoterpenos,
como o0 a-pineno, R-pineno e R-trans-ocimeno. O [-cariofileno foi o composto
majoritario detectado no 6leo volatil na estacdo de aguas, ndo tendo sido identificado
no periodo seco. Apesar de a producdo do 6leo ter apresentado baixo rendimento,

ndo houve grande variacdo entre as estacdes seca e de aguas (Tabela 2.3).



Tabela 2.15 - Compostos identificados no 6leo essencial e fracdo hexanica de Stachytarpheta gesnerioides

PERIODO DE SECA PERIODO DE AGUAS
Composto IK Oleo essencial Hexano Oleo essencial Hexano

IKC TR % IKC TR % IKC TR % IKC TR %
a-pineno 0939 - 7,375 0,31 - 7,375 16,09 - 7,408 2,10 - 7,425 4,01
3-pineno 0980 - - - - 8,767 1,46 - - - - - -
1-Octen-3-ol 0978 - 8,992 0,46 - - - - - - - - -
Octanol-3 0993 1002,32 9,508 0,23 - - - - - - - - -
isocariofileno 1404 1431,27 24,517 1,51 1430,74 24,500 1,71 - - - - - -
a-humuleno 1454 1466,45 25,642 1,55 1465,92 25,625 1,55 - - - - - -
Nao identificado - 1499,00 26,683 0,45 - - - - - - - - -
Biciclogermacreno 1494 1511,09 27,050 1,26 1510,26 27,025 1,42 - - - - - -
3- sesquifelandreno 1524 1539,77 27,917 4,72 - - - - - - - - -
Nao identificado - 1567,07 28,742 2,33 - - - - - - - - -
N&o identificado - 1592,98 29,525 0,36 - - - - - - - - -
Espatulenol 1576 1597,95 29,675 1,28 - - - - - - - - -
Oxido de cariofileno 1581 1601,92 29,792 0,68 - - - - - - - - -
Guaiol 1595 1625,97 30,483 56,50 1616,71 30,217 53,562 1616,40 30,208 65,98 1615,84 30,192 64,06
Nao identificado - 1633,25 30,692 1,36 - - - - - - - - -
Nao identificado - 1654,70 31,308 1,62 - - - 1652,68 31,250 1,15 - - -
Nao identificado - 1657,90 31,400 1,28 - - - - - - - - -
Nao identificado - 1665,15 31,608 1,36 - - - - - - - - -
Nao identificado - 1673,57 31,850 1,50 1677,92 31,975 5,97 1677,92 31,975 6,80 1677,05 31,950 7,28
N&o identificado - 1680,81 32,058 6,34 - - - - - - - - -
N&o identificado - 1693,31 32,417 13,16 1688,65 32,283 14,45 1688,37 32,275 18,68 1687,50 32,250 19,45
Néao identificado - 1717,11 33,075 1,75 1714,98 33,017 3,84 1714,68 33,009 2,09 1714,06 32,992 5,19

IK: Indice de Kovats; IKC: indice de Kovats calculado; TR: Tempo de Retengao; (%): Porcentagem relativa; (negrito) corresponde aos componentes majoritarios.



Tabela 2.16 - Compostos identificados no 6leo essencial e fracdo hexanica de Vitex polygama

PERIODO DE SECA

PERIODO DE AGUAS

Composto IK Oleo essencial Hexano Oleo essencial Hexano

IKC TR % IKC TR % IKC TR % IKC TR %
a - pineno 0939 - - - - 7,387 5,15 - 7,408 5,51 - 7,450 4,48
3-pineno 0980 - 8,725 0,50 - 8,783 6,48 - - - - 8,825 5,72
R-mirceno 0991 - - - - - - - 9,283 Y, - - -
3-careno-0 1011 - - - - - - 1015,16 9,967 3,83 - - -
limoneno 1031 - - - - - - 1033,09 10,608 Y - - -
3-cis-ocimeno 1040 - - - - - - 1042,43 10,942 0,91 - - -
3-trans-ocimeno 1050 - - - - - - 1052,67 11,308 6,36 - - -
terpinoleno 1088 - - - - - - 1094,41 12,800 1,36 - - -
Longicicleno 1373 - - - - - - 1377,17 22,750 2,90 - - -
a — copaeno 1376 1383,12 22,950 1,24 - - - 1385,11 23,017 5,61 - - -
R — elemeno 1391 1399,73 23,508 0,46 - - - - - - - - -
B-cariofileno 1418 1429,71 24,467 11,53 1431,27 24,517 23,71 1431,27 24,517 9,89 1430,74 24,500 22,40
Cis-RB-farneseno 1443 - - - - - - - - - - - -
a—cariofileno 1454 1464,35 25,575 1,50 - - - 1467,23 25,667 38,83 1465,38 25,608 1,79
Aloaromadendreno 1461 1472,17 25,825 0,73 - - - - - - - - -
y- muuroleno 1477 1487,55 26,317 0,96 - - - - - - - - -
Germacreno D 1480 1492,75 26,483 14,23 1494,06 26,525 46,64 1494,06 26,525 8,94 1493,81 26,517 44,39
Biciclogermacreno 1494 1509,70 27,008 17,09 1511,09 27,050 18,03 1511,09 27,050 7,13 1510,26 27,025 17,52
- bisaboleno 1509 1518,27 27,267 1,15 - - - - - - - - -
y- cadineno 1513 1525,98 27,500 0,82 - - - - - - 1527,37 27,542 1,29
Cubebol 1514 1528,72 27,583 0,70 - - - - - - - - -
0 — cadineno 1524 1535,34 27,783 2,33 - - 1537,00 27,833 4,73 1535,90 27,800 1,35
Germacreno B 1556 1572,30 28,900 8,75 - - - - - - 1573,40 28,933 0,96
Espatulenol 1576 1596,29 29,625 9,56 - - - - - - - - -
Globulol 1583 1602,19 29,800 7,58 - - - 1603,06 29,825 v - - -
Viridiflorol 1590 1610,31 30,033 2,76 - - - - - - - - -
Tau-Cadinol 1640 1659,05 31,433 6,32 - - - 1662,26 31,525 v - - -
Torreyol 1673,85 31,858 6,48 - - 31,892 2,57 - - -

IK: indice de Kovats; IKC: indice de Kovats calculado; TR: Tempo de Retencao; (%): Porcentagem relativa; (v): vestigio; (negrito) corresponde aos componentes majoritarios.
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4.1.2 Isolamento e identificacdo estrutural dos constituintes majoritarios de

Stachytarpheta glabra por RMN

O processo de hidrodestilacdo das folhas de Stachytarpheta glabra resultou
na formacgéo de um sélido vermelho, parcialmente sollvel em agua e completamente
soluvel em cloroformio. O soélido obtido foi purificado obtendo-se 600 mg do
composto puro. Tal substancia foi identificada por RMN como um iridéide, a
fulvoipolamiida (Figura 2.1, composto 1) .

A partir do extrato etandlico, foram purificados 710 mg do componente
ipolamiida (Figura 2.1, composto 2) e 253 mg do acteosideo (Figura 2.1, composto

3), identificados através dos dados de RMN.

COOCHj3 COOCH3

gﬁ H3C'§:Iip
H
, O-B-Glu

HO OH

“@r

Figura 2.1 - Estrutura da fulvoipolamiida (1); ipolamiida (2) e acteosideo(3).
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4.1.3 Triagem fitoquimica de espécies de Lippia e Lantana

A andlise fitoquimica das folhas das espécies de Lippia e Lantana (Tabela
2.17) indicou a presenca de flavondides, taninos, saponinas e heterosideos. Nao foi
observada a presenca de cumarina, enquanto os alcaldides foram identificados
apenas para Lippia salviifolia. Para a maioria das espécies foram identificadas

leucoantocianidinas, exceto para Lippia martiana e Lippia aristata.

Tabela 2.17 — Identificacdo de grupos de substancias do metabolismo secundario

nas folhas de espécies de Lippia e Lantana

Espécies
Classe de substancias Re’agoes Lantana Lippia Lippia aff. Lippia Lippia
quimicas . ! ' e
aff. fucata aristata microphylla  martiana  salviifolia
AICI3 5% + + + + +
- H3BO3 + + + + +
Flavondides NaOH 1N + + +
Shinoda - - + + +
Leucoantocianidinas HCI conc. + - + - +
Alcaldide + + + +
. Gelatina + + - +
Taninos Sais de
+ + + + +
ferro
Lieberman-
- + + - +
Heterosideos Buchard
Kedde * ) * * )
Cumarinas KOH 2N - - - - -
Saponinas Indice de 1:500 1:500 1:500 1:333 1:250
espuma
Alcaldides Dragendorff - - - - +
Antraguinonas Borntrager + + + - +

(-) ndo detectado; (+) resultado positivo
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4.2 Avaliacéo da atividade antioxidante dos extratos de espécies de Lippia e
Lantana

Os rendimentos das fracdes etandlica e hexanica obtidas estdo descritos na
Tabela 2.18.

Tabela 2.18 — Rendimento das fragdes hexanica e etandlica de espécies de Lippia e

Lantana
Amostra Fracéo Rendimento (%)
o Etandlica 517
Lippia aristata _
Hexanica 0,45
Linoia aff. mi hil Etandlica 11,76
ippia aff. micro a
PP Py Hexanica 0,39
. , Etandlica 7,55
Lippia martiana _
Hexanica 0,22
. e 1 Etandlica 7,49
Lippia salviifolia .
Hexanica 0,20
Etandlica 9,24
Lantana aff. fucata _
Hexanica 0,24

Os resultados do ensaio de atividade antioxidante das fracdes hexanica e
etandlica das espécies de Lippia e Lantana foram expressos em percentual de
inibicdo das amostras em relacdo ao controle, através do qual foi calculada a
concentracéo inibitéria de 50% (Clso) do radical livre DPPH, expressa em ug/mL
(Tabela 2.19).

Os extratos etanolicos de todas as espécies testadas apresentaram
excelente atividade antioxidante (Clso variando de 2,9 a 10,07 ug/mL) quando
comparada as substancias de referéncia: acido ascorbico (Clsp=2,5 ug/mL) e BHT
(Clso=7,8 ug/mL). Lantana aff. fucata foi a espécie que apresentou menor valor de
Clso (2,9 pg/mL).
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Tabela 2.19 — Valores de Clsy para atividade antioxidante de espécies de

Verbenaceae
Amostra Fracéo Clso (Mg/mL)
o _ Etandlica 4,90
Lippia aristata .
Hexanica 81,70
Linpia aff. mi hil Etandlica 10,07
ippia aff. micro a
PP Py Hexanica 61,90
o . Etandlica 5,00
Lippia martiana .
Hexanica 57,00
o o Etandlica 4,80
Lippia salviifolia _
Hexanica 68,20
Etanolica 2,90
Lantana aff. fucata .
Hexanica 75,10
Acido Ascorbico - 2,50

BHT -

7,58
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5 DISCUSSAO

5.1 Caracterizagdo quimica

5.1.1 Caracterizagdo dos constituintes volateis por CG/EM

Apesar de o O6leo essencial ser a técnica mais usada para estudo dos
componentes volateis, a técnica de hidrodestilacdo necessita de grande
disponibilidade de material vegetal, o que em alguns casos inviabiliza o estudo,
devido a pequena quantidade disponivel para andlise quimica. Sendo assim, a
particdo hexanica mostrou-se como uma excelente alternativa ao estudo das
substancias volateis majoritrias para a maioria das espécies estudadas,
principalmente para aquelas do género Lippia, visto a grande sobreposicdo dos
perfis cromatogréaficos obtidos pelos dois métodos.

Para as espécies Bouchea fluminensis, Stachytarpheta reticulata, S. mexiae e
Verbena litoralis ndo foi possivel visualizar a separacao 6leo essencial/agua, em
nenhum dos periodos analisados, mesmo quando grande quantidade de material
vegetal foi usada para extragdo. Com a metodologia adotada de particdo hexanica
do extrato etandlico, as mesmas espécies nao apresentaram perfis cromatograficos
ideais para analise dos componentes volateis, independente da época analisada. Tal
fato justifica-se pela auséncia ou pequena quantidade de oOleo essencial produzido
por essas espeécies.

Trabalhos anteriores com extratos cloroférmicos de Aegiphila lhotzkiana
demonstraram o isolamento e a identificacdo de esterol, esterol-glicosidico e
acilglicoesterol (LEITAO, KAPLAN e MONACHE, 1992; 1993), provavelmente
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responsaveis pela atividade antiinflamatoria atribuida & espécie (LEITAO et
al.,1996).

A andlise do OE extraido de suas folhas das folhas de Aegiphila Ihotzkiana
apresentou variada constituicio de monoterpenos (Tabela 2.4). No entanto, os
compostos majoritarios identificados produzidos por A. lhotzkiana foram os
sesquiterpenos ao. e 3-cariofileno e 6xido de cariofileno, corroborando o trabalho de
Luciano et al. (2005) que descreveu pela primeira vez a composicdo do Oleo
essencial das folhas de A. lhotzkiana do nordeste brasileiro.

A marcada presenca do 6xido de cariofileno compondo o 6leo essencial, e
sua auséncia na fracao hexanica, provavelmente, deve-se a sua formacéao a partir do
3-cariofileno. Tal conversdo € comum em folhas mais velhas ou quando decorrido
muito tempo entre a extracéo do Oleo e sua analise (PIMENTA, 2002).

Os componentes de Aegiphila sellowiana (Tabela 2.5) foram pela primeira vez
descritos e apresentaram grande variacao qualitativa e quantitativa.

De forma semelhante aos trabalhos realizados por Pino, Marbot e Fuentes
(2004) e Ricciardi et al. (2005), o presente estudo quimico para Aloysia virgata
(Tabela 2.6) revelou a presenca de pequena quantidade de monoterpenos. No
entanto, a grande maioria dos compostos identificados se constituiram de
sesquiterpenos, destacando-se o 3-cariofileno, germacreno D e o biciclogermacreno.
A possivel acdo ligeiramente toxica da espécie ndo é descartada, devido a presenca
do germacreno, que por oxidacdo, origina uma série de compostos lactdnicos que
produzem reacdes citotoxicas ou reacdes cutaneas (RICCIARDI et al., 2005).

A comparacdo entre os métodos de extracdo para Aloysia virgata,
evidenciada pelas andlises relativas a estacdo das aguas, demonstra,
principalmente, diferencas quantitativas dos componentes majoritarios. Sendo assim,
a particdo hexanica € uma excelente alternativa ao estudo das substancias volateis
majoritarias da espécie, considerando a pequena quantidade de material vegetal
empregada quando comparado a hidrodestilacdo. As diferencas entre os periodos
seco e de aguas sdo, principalmente, quantitativas, destacando-se o alto teor de &-
guaieno na estacao seca.

O perfil quimico de Lantana fucata foi pela primeira vez determinado e foi

semelhante aqueles ja relatados para o género Lantana (MUHAYIMANA
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CHALCHAT e GARRY, 1998; DA SILVA et al., 1999). O perfil cromatografico para a
fracdo hexanica no periodo de chuvas mostrou-se diferente dos demais perfis
analisados para a mesma espécie, com destacado teor de 3-pineno, 3-elemeno e &-
guaieno, podendo tratar-se de um quimiotipo distinto de L. fucata. Os dados obtidos
no periodo seco evidenciaram que a particdo do extrato etandlico em hexano é um
método de extracdo eficiente de andlise da espécie, uma vez que forneceram
resultados comparaveis em termos de compostos majoritarios ao do 6leo essencial.

As espécies Lantana fucata e Lantana aff. fucata apresentaram grande
semelhanca quimica ao comparamos 0S componentes majoritarios presentes no OE
e FH (Tabelas 2.7 e 2.8).

Dentro da familia Verbenaceae, o género Lippia destaca-se pela alta
producdo de compostos volateis com variada constituichio de monoterpenos e
sesquiterpenos. A analise da espécie Lippia aristata (Tabela 2.9) demonstrou
marcada presenca de monoterpenos, principalmente a-pineno, 3-pineno e limoneno.
Dentre os sequiterpenos, identificamos o R-cariofileno e o germacreno D. Tais dados
sdo concordantes com a literatura, onde o [-cariofileno compde grande parte do
Oleo volatil para as espécies estudadas do género (PASCUAL, 2001).

As duas populacdes de Lippia aff. microphylla apresentaram perfis quimicos
(Tabelas 2.10 e 2.11) abundantes em monoterpenos, destacando-se 0 a-pineno. Os
principais sesquiterpenos identificados foram o R-cariofileno, a-humuleno,
germacreno D e o biciclogermacreno. A marcada presenca dos dois primeiros
componentes anteriormente citados sugere atividade antiinflamatoria para a espécie
(PASSOS et al., 2007).

Apesar de Lippia aff. microphylla ter apresentado um perfil abundante em
monoterpenos, ndo foram identificados o timol e o 1,8 cineol, componentes principais
Oleo essencial extraido das folhas de L. microphylla proveniente do nordeste do
Brasil (COSTA et al., 2005). A divergéncia entre esses perfis quimicos pode ser
devida a fatores ambientais ou genéticos, sendo necessarios estudos em ambiente
controlado com plantas das duas procedéncias (POTZERNHEIM, BIZZO e VIEIRA,
2006). Quanto a sazonalidade, observa-se a presenca do a-felandreno apenas no
Oleo essencial extraido durante o periodo seco, 0 que sugere que tal substancia seja

produzida em pequena quantidade, ou ndo produzida, durante o periodo de aguas.
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Para a espécie Lippia martiana (Tabelas 2.12 e 2.13) observa-se elevado teor
de a-pineno, 3-careno-0, a-copaeno e R-cariofileno. No campo, foram encontradas
populacdes contendo individuos com flores rosa ou branca. A analise comparativa
dos cromatogramas demonstra ndo existir significativa diferenca em suas
constituicbes quimicas, exceto pela maior porcentagem de [-cis-ocimeno nos
individuos com flores brancas.

As espécies Lippia salviifolia e Lippia sidoides apresentam grande
semelhanca do ponto de vista morfolégico, sendo um importante problema
taxonémico a ser elucidado. Dentre os monoterpenos identificados para Lippia
salviifolia (Tabela 2.14), ndo se identificou o carvacrol e o timol, importantes
componentes do 6leo essencial de L. sidoides (MATOS et al., 1999; NUNES et al.,
2005; BOTELHO et al., 2007). Tais variagbes podem ser devidas a condi¢bes
ambientais divergentes, como luz, disponibilidade de nutrientes, estacdo do ano,
periodo do dia, ciclo da planta, como também por fatores genéticos. Em L. salviifolia,
o nerolidol foi 0 composto majoritariamente encontrado, tendo-se observado maior
percentual deste nos Oleos essenciais em relacdo aquele obtido nas fracBes
hexanicas.

Apesar de os resultados obtidos para extracdo e analise dos componentes
volateis das espécies de Stachytarpheta ndo terem sido satisfatorios, para S.
gesneriodes o guaiol foi 0 composto majoritario identificado tanto no OE quanto na
FH (Tabela 2.15).

Vitex polygama apresentou perfil cromatografico (Tabela 2.16) bastante
semelhante e concordante com a literatura para o género, destacando-se a
producdo de sesquiterpenos, conforme descrito por Tavares et al. (1999). A marcada
presenca do [-cariofileno foi também descrita por Leitdo, Fonseca e Dos Santos
(1999). Por outro lado, o germacreno D e biciclogermacreno n&o haviam sido

identificados no 6leo essencial da espécie.
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5.1.2 Isolamento e identificacdo estrutural dos constituintes majoritarios de

Stachytarpheta glabra por RMN

O aspecto diferenciado observado durante o processo de hidrodestilacdo das
folhas de Stachytarpheta glabra conduziram ao aprofundamento do estudo de seus
componentes. A fulvoipolamiida foi pela primeira vez purificada e identificada. No
entanto, a revisao da literatura envolvendo os compostos quimicos descritos para o
género demonstrou apenas a forma do iridéide ligado ao acUcar. Assim, foi utilizada
uma técnica alternativa (Soxhlet) com o propdsito de observar a presenca do iridéide
glicosidico nas folhas da espécie. Apos todo o processo, foram identificados os
compostos ipolamiida e acteosideo, identificados pela primeira vez para a espécie.

Provavelmente, a formacao da fulvoipolamiida ocorreu durante o processo de
hidrodestilacdo a partir da ipolamiida, favorecida pela alta temperatura e baixo pH,

uma vez que a fulvoipolamiida néo foi identificada no extrato etandlico (Figura 2.2).

COOCH,4

-Glu '2H20 N
NGO

H3C
1

Figura 2.2 - Formacéo da fulvoipolamiida (1) a partir da ipolamiida (2).

Os iridéides glicosidicos, como a ipolamiida, sdo importantes marcadores na
guimiotaxonomia da familia Verbenaceae, principalmente, dentro do género
Stachytarpheta. Investigacdes prévias revelaram a ocorréncia de iridéides
glicosidicos, esterdides, flavondides, feniletandides e fenilpropandides glicosidicos,
além de alguns outros compostos fenolicos (CHOWDHURY et al., 2003). O
composto ipolamiida foi destrito para grande numero de espécies do género
Stachytarpheta, incluindo S. jamaicensis, S. cayennensis, S. indica, S. australis, S.
guyanensis e S. mutabilis (CHOWDHURY et al., 2003). Vérias atividades biologicas
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hY

tém sido atribuidas a presenca de tais componentes, como antimicrobiana,
antitumoral, antiinflamatéria, antinociceptiva, hepatoprotetora e laxativa. Além disso,
parecem inibir a secrecdo gastrica e serem ativos para tratamento de
imunopatologias relacionadas ao estresse oxidativo (RECIO et al., 1994; MESIA-
VELA et al., 1997; SCHAPOVAL et al.,, 1998; CHOWDHURY et al., 2003, 2004;
ALVAREZ et al., 2004; MESIA-VELA et al., 2004).

Assim, testes bioldgicos com a espécie Stachytarpheta glabra deverdo ser
realizados, uma vez que o estudo quimico revela a espécie como uma promissora

fonte de produtos bioativos.

5.1.3 Triagem fitoquimica de espécies de Lippia e Lantana

Os polifenéis foram uma das mais relevantes classes de metabdlitos
secundarios identificados nos géneros Lippia e Lantana, conforme pode ser visto na
Tabela 2.17. Os flavonoides e as antraquinonas sdo classes especificas a que
pentencem os polifendis, identificados através de reacdes particulares dentro de
cada grupo. Os flavondides constituem um grupo de substéncias naturais, que
demonstram grande variedade de atividades biolégicas (RICHARDSON et al., 1974;
PRATT e BIRAC, 1979; RIOS et al., 1992). Essa classe de compostos é amplamente
distribuida no reino vegetal. S0 compostos encontrados em abundéancia nas
angiospermas, apresentando nesse grupo enorme diversidade estrutural (SIMOES
et al.,, 2003). Tais componentes apresentam efeitos importantes na fisiologia e
bioguimica da planta, como acdo antioxidante, inibidores enzimaticos e precursores
de substancias téxicas. Estes compostos estdo envolvidos na fotossensibilizagédo e
na transferéncia de energia, em acdes de hormdnios regulatérios do crescimento da
planta, no controle respiratorio, na fotossintese, na morfogénese, na determinagao
do sexo, bem como na defesa contra patégenos (SMITH e BANKS, 1986). Dentre as

atividades biolégicas desempenhadas por tal classe de compostos fendlicos, Pratt e
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Birac (1979) demonstraram o0s efeitos antioxidantes da quercetina, quercitrina,
miricetina, quercetina 3-monoglicosideo e quercetina 3-triglicosideo, extraidos de
sementes de diversas plantas. Rios et al. (1992) testaram os efeitos de cinco
flavonoides glicosilados de Sideritis javalambrensis como inibidores da peroxidacéo
de lipideos nos microssomas. Richardson et al. (1974) testaram o efeito de flavonas
e derivados de flavonas como antioxidantes em amostras de leite e comprovaram a
eficacia de suas acoes.

Muitos extratos de plantas, particularmente os que contém flavonoides,
parecem apresentar uma significativa atividade antioxidante, capaz de diminuir os
efeitos nocivos gerados pelos radicais livres, e conseqientemente, o surgimento de

doencas a eles associados.

5.2 Avaliacédo da atividade antioxidante dos extratos de espécies de Lippia e

Lantana

A marcante presenca dos compostos fendlicos nas folhas Lippia aristata,
Lippia aff. microphylla, Lippia martiana, Lippia salviifolia e Lantana aff. fucata (Tabela
2.17) sugeriu um potencial efeito antioxidante para as espécies.

Além dos compostos fendlicos, a presenca de saponinas € comum a todas as
espécies estudadas. O comportamento anfifilico das saponinas e a capacidade de
formar complexos com esteroides, proteinas e fosfolipideos de membranas
determinam um namero variado de propriedades bioldgicas para essas substancias,
destacando-se a acdo sobre membranas celulares ao alterar a sua permeabilidade
ou causar sua destruicdo. Relacionadas com essa acédo sobre membranas, estao as
atividades hemolitica, ictiotoxica e molusquicida, freqientemente observadas. Para
algumas saponinas, também foi relatada acdo espermicida. O mecanismo proposto
sugere a ruptura da membrana plasmatica do espermatozdéide. A atividade anti-
helmintica foi apontada para um numero significativo de saponinas, no entanto, a

irritacdo causada nas mucosas tem impedido o desenvolvimento de aplicacdes
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praticas. Além dessas acdes, as atividades hipocolesterolemiante, antiinflamatoria e
antiviral ttm sido sugeridas (SIMOES et al., 2003).

A busca por opcdes terapéuticas para diferentes patologias faz da pesquisa
de produtos naturais um campo fértii em opcbes de moléculas com diferentes
atividades biolégicas. As plantas apresentam em seus metabdlitos secundarios uma
grande fonte de possiveis farmacos devido a diversidade de moléculas com as mais
variadas estruturas e propriedades quimicas. A relevancia da pesquisa de produtos
naturais proporciona a descoberta de novos farmacos e o estudo de plantas que
apresentem substancias que possam agir sobre as diferentes espécies oxidantes
geradas em nosso organismo torna-se de grande importancia.

A elevada atividade antioxidante in vitro exibida pelos extratos de Lippia e
Lantana (Tabela 2.19) demonstra que as espécies estudadas podem ser uma
importante fonte de antioxidantes naturais e justifica pesquisas futuras visando ao
isolamento dos componentes responsaveis por tal efeito.

Provavelmente, a atividade antioxidante demonstrada pelos extratos deve-se
a presenca dos compostos fendlicos, principalmente aos flavondides. Muitas acbes
biolégicas destes compostos séo atribuidas as suas propriedades antioxidantes e a
sua possivel influéncia do estado redox intracelular. O mecanismo preciso exercido
pelos flavondides destas acdes benéficas e tdéxicas ainda permanece pouco
conhecido. Entretanto, alguns estudos tém demonstrado que sua atividade
antioxidante classica deve-se as suas propriedades redox e estruturas quimicas, que
possibilitam a estes compostos exercerem a funcdo de neutralizar radicais livres,
guelar metais reativos e agirem como captadores de oxigénio no estado singlete e
triplete (CHUM et al., 2005). Segundo Spencer et al. (2001) é pouco provavel serem
essas as Unicas explicacdes para os efeitos celulares benéficos comprovados dos

flavonoides.
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6 CONCLUSAO

A particdo hexanica do extrato etanolico € uma alternativa eficaz ao estudo
das substancias volateis majoritarias para a maioria das espécies estudadas,
principalmente para aquelas do género Lippia, visto a grande sobreposi¢do dos
perfis cromatogréficos obtidos pelos dois métodos de extracao.

De forma geral, ao compararmos as andlises realizadas durante o periodo
seco e de aguas para cada uma das espécies, ndo foram observadas diferencas
significativas. Quanto ao rendimento, pequenas diferencas foram notadas entre os
periodos analisados, exceto para Lippia aff. microphylla, Lippia martiana e
Stachytarpheta gesnerioides, que apresentaram rendimento consideravelmente
maior no periodo de aguas.

O estudo dos componentes volateis foi inédito para nove das espécies
estudadas, sendo uma fonte importante para pesquisas posteriores envolvendo
ensaios biolégicos com OE e FH, uma vez que muitos dos componentes majoritarios
identificados possuem acao biolégica comprovada. Para outras trés espécies ja
haviam relatos na literatura, mas nenhum com as espécies coletadas na Serra do
Cipo.

O estudo diferenciado de Stachytarpheta glabra conduziu a purificacdo, ao
isolamento e identificacdo dos compostos ipolamiida, acteosideo e fulvoipolamiida,
descritos pela primeira vez para a espécie. Uma vez que varias atividades biolégicas
tém sido atribuidas a presenca de tais componentes, testes biolégicos com a
espécie deverao ser realizados para busca por produtos bioativos.

A atividade antioxidante demonstrada pelos extratos etandélicos de Lippia e
Lantana, comparavel aos antioxidantes comerciais BHT e &cido ascorbico,
provavelmente, deve-se a presenca dos compostos fendlicos, principalmente aos

flavonoides identificados na triagem fitoquimica.
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CONSIDERACOES GERAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Em funcédo da inexisténcia de trabalhos envolvendo as espécies estudadas
gquanto aos pontos abordados, o estudo biossistematico baseou-se na
caracterizagdo classica das espécies vegetais através da caracterizacdo
citogenética, palinolégica e da estimativa do conteado de DNA nuclear. As principais
correlacdes entre as trés caracteristicas avaliadas podem ser observadas na Tabela
0.1. Os numeros cromossémicos encontrados variaram de 2n=24 em Lantana
fucata, Lippia aristata, Lippia aff. microphylla e Lippia salviifolia a 2n=84 em
Aegiphila sellowiana. Como o nimero basico sugerido para os géneros estudados é
baixo, assim como pode ser observado para a maioria das plantas, provavelmente
as espécies estudadas sdo polipléides. O fato de as espécies possuirem tamanho do
genoma “muito pequeno”, uma vez que a quantidade 2C de DNA variou de 1,14 pg
em Vitex polygama a 10,35 pg em Bouchea fluminensis, corrobora a hipotese de as
espécies estudadas neste trabalho serem polipldides, uma vez que familias com
pequeno genoma apresentam alta porcentagem de espécies polipldides (cerca de
80%) (GRIF, 2000). Considerando o aumento do tamanho do genoma como um
carater derivado, dentre os géneros estudados em Verbenaceae, Bouchea parece
ser o mais derivado. No género Stachytarpheta, as espécies S. gesnerioides e S.
reticulata provavelmente sdo mais derivadas que S. mexiae, S. glabra e S.
procumbens. Adicionalmente, foram estabelecidas algumas relacdes filogenéticas
baseando-se nas caracteristicas polinicas, conforme sugerido por Walker e Doyle
(1975) e Raj (1983). A abertura tricolpada é um carater primitivo, seguida pela
abertura tricolporada e pororada. Assim, 0s géneros Stachytarpheta, Vitex e
Aegiphila provavelmente sdo menos derivados que Aloysia, Bouchea, Lantana,
Lippia e Verbena. Dentro da subfamilia Verbenoideae, o género Stachytarpheta
possivelmente emerge como o menos derivado, pois, além da abertura tricolpada,
apresenta ornamentacdes (verrugas) na parede polinica. Os géneros que
apresentam grdos de pélen tricolporados (Aloysia, Lippia, Lantana e Verbena)
provavelmente sdo menos primitivos, no entanto, dentre dos géneros estudados,

Bouchea seria 0 mais derivado por apresentar polen tripororado.
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O elevado numero cromossémico, a quantidade de DNA superior as demais
espécies estudadas e o pdlen tripororado e psilado sugerem fortemente que
Bouchea seja o género mais derivado dentre os sete géneros estudados. No
entanto, estudos posteriores envolvendo maior numero de representantes por

género poderdo suportar tal hipétese.

Tabela 0.1 — Quantidade de DNA, numero cromossdmico e classificacdo polinica de

dezessete espécies de Verbenaceae da Serra do Cip6é — MG

Quantidade 2C NUmero Classificagao polinica
Espécie de DNA nuclear ~ cromossomico .
Aberturas Exina
(p9) (2n)
Vitex polygama 1,14 34 Tricolpado Reticulada
Stachytarpheta 1,95 98 Tricolpado Verrucada
procumbens
Stachytarpheta glabra 1,62 62 Tricolpado Verrucada
Stachytarpheta mexiae 1,63 56 Tricolpado Verrucada
Lantana aff fucata 1,95 38 Tricolporado Psilada
Lantana fucata 2,02 24 Tricolporado Psilada
Lippia aristata 2,07 24 Tricolporado Psilada
Lippia salviifolia 2,32 24 Tricolporado Psilada
Aloysia virgata 2,35 36 Tricolporado Psilada
Lippia martiana 2,36 24 Tricolporado Psilada
Lippia aff. microphylla 2,37 24 Tricolporado Psilada
Stachytqrp heta 291 54 Tricolpado Verrucada
gesnerioides
Stachytarpheta reticulata 2,94 82 Tricolpado Verrucada
Aegiphila. sellowiana 2,94 84 Tricolpado Equinada
Aegiphila Ihotzkiana 2,94 72 Tricolpado Equinada
Verbena litoralis 3,31 56 Tricolporado Psilada
Bouchea fluminensis 10,35 78 Tripororado Rugulada a
escabrada

Através da andlise comparativa entre os perfis cromatograficos obtidos a
partir do 6leo essencial e do extrato etandlico particionado em hexano das espécies
de Verbenaceae estudadas, observou-se grande semelhanca quantitativa e,
principalmente qualitativa, entre os componentes majoritarios identificados. A grande
maioria dos estudos envolvendo os componentes volateis de origem vegetal sdo
realizados a partir dos Oleos essenciais obtidos a partir do processo de
hidrodestilacdo. No entanto, a técnica necessita de grande disponibilidade de

material vegetal, 0 que em alguns casos inviabiliza o estudo, devido a pequena
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quantidade disponivel para andlise quimica. Sendo assim, a particdo hexanica do
extrato etandlico € uma alternativa ao estudo das substéancias volateis majoritarias
para a maioria das espécies estudadas, principalmente para aquelas do género
Lippia, visto a grande sobreposicado dos perfis cromatograficos obtidos pelos dois
métodos de extracdo. Para as demais espécies, destacando-se Bouchea
fluminensis, Stachytarpheta procumbens, Stachytarpheta mexiae, S. reticulata e
Verbena litoralis 0 método deve passar por modificagBes, uma vez que os resultados
nao foram satisfatorios.

De forma geral, a comparacdo entre 0S componentes majoritarios
identificados nas espécies durante os periodos seco e chuvoso, independente da
forma de extracdo, observa-se que as diferencas séo principalmente quantitativas.
Quanto ao rendimento, nota-se pequenas diferencas entre os periodos seco e
chuvoso, exceto para Lippia aff microphylla, Lippia martiana e Stachytarpheta
gesneriodes, que apresentaram maior rendimento no periodo chuvoso.

O estudo dos componentes volateis das onze espécies de Verbenaceae foi
inédito para Aegiphila sellowiana, Lantana aff. lundiana, L. aff. fucata, L. fucata,
Lippia aff. microphylla, L. martiana, L. salviifolia, Stachytarpheta gesnerioides e Vitex
sellowiana, tornando-se uma fonte importante para pesquisas posteriores
envolvendo ensaios bioldgicos tanto com o 6leo essencial quanto a fragdo hexanica,
uma vez que muitos dos componentes majoritarios identificados apresentam acéo
biolégica comprovada cientificamente (Tabela 0.2). Para as demais espécies ja
haviam relatos na literatura, mas nenhum com as espécies da Serra do Cipo.

As semelhancas morfolégicas entre Lippia aff. microphylla e Lippia
microphylla e entre Lippia salviifolia e Lippia sidoides sdo um importante problema
taxondmico. Do ponto de vista quimico, Lippia aff. microphylla apresentou um perfil
abundante em monoterpenos, no entanto, ndo foram identificados o timol e 1,8
cineol, componentes principais 6leo essencial extraido das folhas de L. microphylla
(Costa et al., 2005). Em Lippia salviifolia também foi identificada variada constituicao
de monoterpenos como o0 a-pineno, sabineno, B-pineno, mirceno e limoneno, ndo
sendo identificados o carvacrol e o timol, importantes componentes do 6leo
essencial de L. sidoides (Matos et al., 1999). A divergéncia entre esses perfis
quimicos pode ser devida a fatores ambientais ou genéticos, tornando-se
necessarios estudos em ambiente controlado com plantas das duas procedéncias

para estabelecer conclusdes mais definitivas (Potzernheim et al., 2006).
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Tabela 0.2 — Constituintes majoritarios identificados nas folhas das espécies de Verbenaceae da Serra do Cip6 — MG

Especies L. aff L. aff, ‘ .
A'. A'. A. virgata L. aff. L. fucata  microphylla  microphylla L. aristata L.martiana L. martiana L . S'. . v
Ihotzkiana  sellowiana fucata . (FB) (FR) salviifolia ~ gesnerioides  polygama
Compostos (C. do Sol) (Usina)
a-pineno X X X X
d-3-careno X X
limoneno X
B-cis-ocimeno X
terpinoleno X
Q-copaeno X X X
B-cariofileno X X X X X X X X X X X X
a-cariofileno X X X
y-muuroleno X
germacreno D X X X X X X X X
Biciclogermacreno X X X X X X
d-guaieno X
germacreno B X
nerolidol X
oxido de cariofileno X
guaiol X
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Os compostos ipolamiida, acteosideo e fulvoipolamiida foram pela primeira vez
identificados para Stachytarpheta glabra. Os iridéides glicosidicos, como a
ipolamiida, sdo importantes marcadores na quimiotaxonomia da familia
Verbenaceae, principalmente, dentro do género Stachytarpheta. Além disso, ja foram
descritas varias atividades biolégicas para 0s componentes tais como
antimicrobiana, antitumoral, antiinflamatoéria, antinociceptiva, hepatoprotetora e
laxativa. As espécies do género sdo ainda usadas para inibicdo da secrecdo gastrica
e tratamento de desordens imunopatoldgicas relacionadas ao esteresse oxidativo
(Recio et al., 1994; Mesia-Vela et al., 1997; Schapoval et al., 1997; Chowdhury et al.,
2003, 2004; Alvarez et al., 2004; Mesia-Vela et al., 2004). Assim, testes biologicos
com a espécie Stachytarpheta glabra deverao ser realizados, uma vez que o estudo
guimico revela a espécie como uma promissora fonte de produtos bioativos.

As fracBes hexanicas e etandlicas das espécies de Lippia e Lantana
apresentaram boa atividade antioxidante, principalmente o extrato etanodlicos (Clsg
entre 2,9 e 10,07 pg/mL) quando comparada as substancias de referéncia: acido
ascorbico (Clsp=2,5 pg/mL) e BHT (Cl50=7,8 pg/mL). O menor valor de Clsy foi
identificado na fracdo etandlica de Lantana aff. fucata (2,9 ug/mL).

Resultados preliminares revelaram elevada atividade antioxidante in vitro
exibida pelas fracdes etandlicas e sugerem que as espécies estudadas podem ser
uma importante fonte de antioxidantes naturais e justifica pesquisas futuras visando
o isolamento dos componentes responsaveis por tal efeito.

Provavelmente, a atividade antioxidante demonstrada pelas fracdes deve-se a
presenca dos compostos fendlicos, principalmente aos flavonodides, identificados na

avaliacao fitoquimica.
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Abstract

The phenylethanoid glycoside acteoside and the iridoids ipolamiide and 4-methoxycarbonyl-7-methylcyclopenta[c]pyran (fulvoipo-
lamiide) were isolated from the leaves of Stachytarpheta glabra. The solid state structure of fulvoipolamiide was confirmed by X-ray dif-
fraction studies. The molecules of fulvoipolamiide are displayed in layers parallel to the crystallographic axis a. This molecule is planar
with electron delocalization in the fused ring system and the pyran rings of adjacent layers in the solid state structure are involved in a n—
7 stacking interaction. Raman spectroscopy has also been used to characterize the most important bands present in the spectra of ful-
voipolamiide and ipolamiide, and comparison made with literature allows the assignment of some key markers, specially the bands in the

1600-1700 cm ™' range.
© 2007 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Stachytarpheta glabra; Verbenaceae; Ipolamiide; Iridoids; Raman; Crystal structure

1. Introduction

Verbenaceae is included in the order Lamiales and is
widely found in practically every terrestrial ecosystem. It
is one of the five most important families among the Eudi-
cotyledonous of Campus Rupestres. This family includes
1035 species and 36 genera with a pantropical distribution
few species are found in the temperate areas [1]. Several
genera have being investigated due to their medicinal prop-
erties, of which Lantana, Lippia and Stachytarpheta [2] are
noteworthy. The genus Stachytarpheta (Verbenaceae)
includes nearly 90 species distributed in tropical and sub-

* Corresponding author. Tel.: +55 32 3229 3310; fax: +55 32 3229 3314.
E-mail address: luiz.oliveira@ufjf.edu.br (L.F.C. de Oliveira).

0022-2860/$ - see front matter © 2007 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.molstruc.2007.03.056

tropical America [3]. Some species are traditionally used
in folk medicine as a purgative, vermifuge, expectorant,
diuretic, emmenagogue, sore-throat gargles and as a gen-
eral tonic [4]. Previous studies have reported the isolation
of the iridoids lamiide and ipolamiide in some species
including S. jamaicensis, S. cayennensis, S. indica, S. aus-
tralis, S. mutabilis and S. urticifolia [5-14]. These constitu-
ents have been shown to possess several biological activities
such as antimicrobial, antitumoral, anti-inflammatory,
antinociceptive, hepatoprotective and laxative. They are
also used for inhibition of gastric secretion and for treat-
ment of immunopathological diseases related to oxidative
stress [11,14-19]. Stachytarpheta glabra Cham. is a shrub
0.5-1.0m high which is widespread in tropical and
subtropical America. In Brazil it can be found in Minas
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Fig. 1. Chemical structures of fulvoipolamiide (1), ipolamiide (2) and
acteoside (3).

Gerais, Bahia and Rio de Janeiro states. Although the
Stachytarpheta genus 1is significantly important in folk
medicine, some species such as S. glabra have never been
studied phytochemically hitherto. As part of an ongoing
program to isolate compounds with biological activities
from the Stachytarpheta genus and specifically S. glabra,
in this paper we report the isolation and structural elucida-
tion of fulvoipolamiide 1 and ipolamiide 2 (Fig. 1) which
have been characterized in the solid state and in solution
by means of Raman spectroscopy and X-ray diffraction
techniques.

2. Experimental
2.1. Plant material

Samples of S. glabra Cham. were collected in Minas
Gerais state, Brazil and identified by Dr. Fatima Regina
Gongalves Salimena (Dep. Botanica, UFJF). A voucher
specimen (CESJ 42977) has been deposited at the Herbar-
ium CESJ of the Universidade Federal de Juiz de Fora,
Brazil.

2.2. General experimental procedures

Dried leaves of S. glabra (72.0 g) were submitted to a
hydrodistillation extraction process for 4 h using a Cle-
venger-type apparatus to give a crude red solid material
after solvent removal. This crude residue was chromato-
graphed on silica gel using hexane/ethyl acetate as an elu-
ent to give 600 mg of 1 (mp from EtOH-H,O 89-91 °C;
lit. [20] mp from MeOH-H,O 85-87 °C). Dried and pulver-
ized leaves from the same source (16.1 g) were also exhaus-
tively extracted with ethanol 99.3% in a Soxhlet apparatus.
The ethanol extract was evaporated to yield 4.53 g of a
syrupy residue. This material was applied to a column of
silica gel and eluted with ethyl acetate containing increas-
ing amounts of methanol to give 2 fractions. These
fractions were further chromatographed, eluting with
CH,Cl,:MeOH mixed solvent to furnish specimens 2
(710 mg) and 3 (253 mg).

2.3. X-ray diffraction data

Single crystal X-ray diffraction data of specimens 1 and
2 were obtained. Compound 2 has been previously
described in the literature [13]. Single crystal X-ray data
were collected in a Nonius Kappa CCD diffractometer with
MoKa (4 =0.71073 A) at room temperature. Data collec-
tion and reduction were performed by DENZO and
SCALEPACK programs [21]. The structure was solved
and refined using SHELXL-97 [22]. The final R and R,, val-
ues were 0.0749 and 0.1661, respectively. CCDC 602636
contains the supplementary crystallographic data for this
compound. These data can be obtained free of charge at
www.ccde.cam.ac.uk/conts/retrieving.html or from the
Cambridge Crystallographic Data Centre, 12, Union
Road, Cambridge CB2 1EZ, UK [Fax: (internat.) 1 44-
1223/336-033; E-mail: deposit@ccdc.cam.ac.uk].

2.4. Raman measurements

Fourier-transform Raman spectra were obtained using a
Bruker IFS66/FRA 106 instrument with Nd>"/YAG laser
operating at 1064 nm with 4 cm ™! spectral resolution and
500 spectral scans accumulated to improve the signal-to-
noise ratio; laser powers were maintained at 50 mW or less
at the samples to prevent possible damage to the biological
materials. Wavenumbers of strong/sharp bands are accu-
rate to =1 cm™' or better, and all spectra were recorded
in triplicate for all samples to demonstrate that no thermal
or photodecomposition had occurred during the spectro-
scopic analyses.

3. Results and discussion

The crude red material from the hydrodistillation pro-
cess was chromatographed to furnish compound 1 as red
crystals as reported previously [20]. A straightforward for-
mation pathway giving rise to 1 can be envisaged starting
from the known iridoid ipolamiide 2, or some derivative,
previously reported as a constituent of Stachytarpheta
genus. As shown in Scheme 1, the loss of one molecule of
glucose and two of water from 2 yields compound 1.

Since the formation of compound 1 could have been
accomplished during the Clevenger hydrodistillation pro-
cess, a new extraction using ethanol 99.3% as solvent in a
Soxhlet extractor was performed. Interestingly, in this
crude extract, after solvent removal, the presence of com-
pound 1 was not observed. This crude ethanolic extract

Ho $OOCHs COOCH,4
= -Glu -2 H,0 X
HaC' ) ) 0
HO H OZ-B-Glu H3C1

Scheme 1. Formation pathway of 1 from ipolamiide 2.
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was subjected to column chromatography to afford the
major components ipolamiide 2 and acteoside 3. The struc-
tures of these three known compounds were identified by
comparison of their "H and '*C NMR spectroscopic data
with those of reported values in the literature [20,23,24].
For example, in the '"H NMR spectrum of compound 1
two signals can be observed at 6 2.39 and 3.96, correspond-
ing to the hydrogen atoms of CHj; groups. Signals at ¢ 6.85,
6.93, 8.10 and 8.15, attributable to the aromatic ring
hydrogens, can also be observed. In the '*C NMR spec-
trum of this compound, signals are observed at ¢ 12.2
and 52.1, corresponding to the CHj; groups; and signals
at 6 112.0-144.0 regions can be attributed to the aromatic
carbons. A signal at 6 166.3 is also observed, corresponding
to the carbonyl group.

Additionally, the structures of 1 and 2 were also con-
firmed by X-ray analysis; here, the crystal structure of 1
is described for the first time but that of compound 2
was previously investigated by Roengsumran and co-work-
ers [13]. Crystal data are displayed in Table 1 and the ortep
[25] view of crystal structures is shown in Fig. 2. The mol-
ecules of compound 1 are displayed in layers parallel to the
crystallographic axis a, with layer distances of about 3.5 A.
An O--HC van der Waals interaction is observed between
molecules of the same layer with an O-C distance of
3.251(5) A. Although the molecules of the same layer pres-
ent the same orientation with respect to each other, in adja-
cent layers the molecules are inverted in relation to each
other. The molecules are planar and no methyl hydrogen
atoms are located in special positions on the mirror plane
m of space group P2;/m. The average C—C ring and C-C
bond distance are, respectively, 1.400(5) A and
1.498(6) A, and the largest C-C bond distance in the rings
is about 1.467(5) A, indicating the presence of electronic
delocalization in the ring systems. The pyran rings of adja-
cent layers are involved in a m—n stacking interaction [26]

Table 1

Crystal data of compounds 1 and 2

Compound 1 2
Formula C1 1H1003 C17H23012
Formula weight 190.19 424.40
Crystal system Monoclinic Orthorhombic
Space group P2,/m P2,2,2,
a(A) 8.248(2) 7.8831(2)
b (A) 6.719(2) 10.3629(3)
c(A) 8.662(2) 24.4899(6)
B (°) 95.08(1) 90.00

vV (A3) 478.2(2) 2000.62(9)
Z 2 4

deate. (gem ™) 1.321 1.409

Refl. Meas./unique 4388/1137 31624/4210
Obs. refl. [1, > 2 s(1,)] 449 3488
Parameters 86 334

R 0.075 0.029

wR 0.166 0.069

S 0914 1.087
RMS peak (e’f\"%) 0.044 0.032

Fig. 2. Ortep [25] view of crystal structure of fulvoipolamiide (1, top) and
ipolamiide (2, down). The ellipsoids are displayed with 50% probability
level.

where the centroid—centroid and centroid—plane distances
are, respectively, 3.54 and 3.36 A, presenting a horizontal
shift around of 1.00 A.

The crystal structure of compound 2 has been described
earlier [13]. This compound does not have electronic delo-
calization in the rings due to its non-planarity, unlike com-
pound 1. The average C-C ring bond distance here is
1.534(2) A, which is significantly larger than that observed
for compound 1. This compound has a single water of
hydration molecule involved in 3 medium-strength hydro-
gen bonds, for which the average of OO distance is
2.752(4) A. The ester group is also involved in medium-
strength hydrogen bonding to the hydroxyl group of neigh-
boring molecules where the OO distance is 2.791(4) A.
Selected bond distances of both compounds are listed in
Table 2.

Raman spectra of compounds 1 and 2, obtained with
1064 nm excitation, can be seen in Fig. 3a and b. The
assignments of the main vibrational bands have been car-
ried out, based on similar molecules [27-29] in the litera-
ture. The Raman spectra of both compounds are quite
different, arising from the structural differences between
fulvoipolamiide (1) and ipolamiide (2); this can be attrib-
uted to the electronic delocalization in compound 1 which
also gives rise to the red colour of this compound. In the
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Table 2
Selected bond distances (A) and bond angles (°) of compounds 1 and 2

M 2 ) 2

Ccl-C2 1.362(6)  1.5122) Cl-Ol 1.346(5)  1.436(2)
C2-C3 1.419(6)  1.549(2) C8-Ol 1.364(5)  1.355(2)
C3-C4 1.359(6)  1.527(2) C9-02 1.208(5)
C4-C5 1.442(5)  1.523(2) C9-0O3 1.307(5)
C5-C6 1.337(7)  1.5572)  C71-071 1.338(2)
C6-C7 1436(6)  1.5142) C72-071 1.440(2)
C7-C8 1.315(6)  1.331(2) C71-072 1.213(2)
Cl-01-C8 118.9(6) 116.2(1) C4-C5-C6 111.59)  106.0(1)
O1-Cl-C2  123.6(8) 114.0(1) C5-C6-C7  106.0(8)
Cl-C2-C3  1184(8) 116.6(1) C3-C7-C6  107.5(7)
C2-C3-C7  116.3(7) C3-C7-C8  120.5(7)
C4-C3-C7  107.1(7) C7-C8-01  122.2(8) 126.8(2)
C3-C4-C5  107.98)  103.8(1)
b
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Fig. 3. Fourier transform Raman spectra of fulvoipolamiide (1) and
ipolamiide (2), excited at 1064 nm, splitted in two regions: 3500—
2500 cm ™! (a) and 1800—150 cm™! (b).

high wavenumber region (Fig. 3a), compound 1 presents
some medium intense bands related to CH; mode stretch-
ing, whereas in compound 2, in addition there are also

present CH, groups and carbohydrate species. However,
the biggest differences between these two spectra can be
seen in the 1400-1700 cm ™' regions, for which the Raman
spectra of benzofuran [28] provides clarification. The bands
observed at 1631 and 1605 cm ™' in the Raman spectrum of
fulvoipolamiide (1) are clearly present in the spectrum of
benzofuran, and they can be assigned as carbon—carbon
stretching modes, termed v; and vg modes in the Klots
and Collier investigation [28]. The intense band at
1695 cm ™! of benzofuran is not present in the Raman spec-
trum, and seems to be related to the carboxyl moiety
stretching mode. Fig. 3 depicts the Raman spectrum of ipo-
lamiide, which contains the substituted iridoid ring and
also a glucose unit. The most intense band, that at
1497 cm ™!, can be assigned to a coupled C=0 and C=C
stretching vibration, as well some contribution from the
CH, bending mode of a B-glucose species which has a med-
ium intensity band in the Raman spectrum of glucose
around 1470 cm ! [30]. The observed bands in the wave-
number region between 1600—1700 cm ™' can be interpreted
as key bands of such a compound, according to Schulz
et al. [31,32], who characterized the iridoid glycoside (har-
pagoside) by means of Raman spectroscopy and assigned
them to C=C and C=0 modes of the iridoid structure. It
is worth noting that in this region (around 1600 cm™")
the C=0 stretching vibration mode must have a higher
contribution to the mode description than the C=C vibra-
tion. The band at 1713 cm ™! can be assigned to the almost
pure carbonyl stretching mode of this compound and some
of the low intensity bands observed in the spectrum can be
attributed to the carbohydrate modes, as for instance those
at 1368 and 1290 cm ' related to COH and CCH stretch-
ing modes, and those at 1094 and 1016 cm™' related to
CC stretching from the cyclic ring and HCO modes [33].

4. Conclusions

Fulvoipolamiide (1) and ipolamiide (2), isolated from
leaves of S. glabra, have been characterized by means of
X-ray diffraction and Raman spectroscopy. The crystal
structure of 1 is described here for the first time, and the
data show that the molecule is planar and is arranged in
layers parallel to the crystallographic axis a. The molecules
in the same layer have the same orientation, however in
adjacent layers the molecules are inverted in relation to
each other. The C—C ring bond distances are very similar
to each other, indicating the electronic delocalization in
these rings. The pyran rings of adjacent layers are involved
in a m—7 stacking interaction [26] where centroid—centroid
and centroid-plane distances are, respectively, 3.54 and
3.36 A. Compound 2 does not exhibit electronic delocaliza-
tion in the rings and from this, is ascribed the colour differ-
ence between the two compounds, compound 2 being
colourless although 1 is red. Fulvoipolamiide contains
one hydration water molecule that is involved in three med-
ium-strength hydrogen bonds, for which the average OO
distance is 2.752(4) A. The ester group is also involved in



L.F. Viccini et al. | Journal of Molecular Structure 875 (2008) 27-31 31

medium strength hydrogen bonding to the hydroxyl groups
of neighboring molecule, where the O-O distance is
2.791(4) A. Raman spectroscopic measurements for com-
pounds 1 and 2 indicate some key bands that can be used
for reliable analysis and discrimination for both com-
pounds, mainly those at 1695 and 1631 cm™! for com-
pound 1 and 1713 and 1497 cm™' for compound 2,
assigned as v(C=0) and v(C=0) and v(C=C) for both
compounds, respectively.
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