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RESUMO

Microlicia hatschbachii Wurdack pertence a familia Melastomataceae, tribo
Microlicieae. Estudos sobre as caracteristicas anatébmicas e quimicas de
espécies do género Microlicia sdo escassos, assim, este trabalho teve como
objetivo a descricdo da morfoanatomia de folhas e caule, o estudo quimico dos
constituintes externos das folhas (cera e secrecdo glandular) e do extrato
hexanico das partes aéreas de M. hatschbachii. A analise da cera e do material
secretado pelas glandulas foi obtida por CGAR-EM e CLAE-DAD,
respectivamente. O extrato hexanico foi fracionado em coluna cromatografica
utilizando-se gel de silica e as substancias obtidas foram analisadas por
CGAR-EM. A espécie possui folhas elipticas a oval-elipticas, margem inteira,
apice agudo e base simétrica e arredondada. A lamina foliar € anfistomatica,
com estbmatos do tipo anisiocitico e anomocitico, a epiderme é
uniestratificada, com células isodiamétricas e presenca de inimeros tricomas
glandulares. O mesofilo é do tipo isobilateral com feixes vasculares bicolaterais
envolvidos por algumas células esclerenquimaticas. O caule apresenta
epiderme uniestratificada e organizacdo vascular bicolateral. Substancias
fendlicas estdo presentes principalmente nas células epidérmicas e muitos
cristais de oxalato de calcio foram encontrados nas folhas, peciolo e caule. O
cromatograma por CG-EM da cera indicou a presenca de alcanos e diterpenos
e a analise por CLAE-DAD do material glandular evidenciou a presenca de um
flavondide e derivados benzénicos. A partir do extrato hexanico das partes
aéreas de M. hatschbachii foram identificados alcanos alifaticos, ésteres
metilicos de acidos de cadeia longa e 4cidos carboxilicos e foram isolados pela
primeira vez em Melastomataceae os diterpenos acido labd-8(17)-en-15-6ico e
acido labd-8(17),13-dien-15-6ico. Estes diterpenos foram identificados por RMN
uni ("H e '3C) e bidimensional (COSY, HMQC, HMBC) e as demais substancias
foram caracterizadas por CG-EM.

Palavras-chave: Melastomataceae. Microlicia hatschbachii. Morfoanatomia.
Diterpenos. Labdanos.



ABSTRACT

Microlicia hatschbachii Wurdack belongs to Melastomataceae family,
Microlicieae trib. Studies about anatomical and chemical features of Microlicia
genus are scarce. This work aimed to describe morpho-anatomy of leaves and
stem and to study chemical composition of external constituents of leaf (wax
and glandular exudates) and hexane extract of aereal parts of M. hatschbachii.
The analysis of wax and glandular exudates was obtained by GC-MS and
HPLC-DAD, respectively. The hexane extracts was fractionated by column
chromatography using silica gel and the compounds obtained were analyzed by
GC-MS. The species has elliptic to oval-elliptic leaves, entire margin, acute
apex and rounded symmetrical base. The leaf blade is amphistomatical with
anisocytic and anomocytic stomata, the epidermis is unisseriate with
isodiametric cells and several glandular trichomes. The mesophyll is isobilateral
with bicollateral vascular bundles surrounded by some sclerenchymatic cells.
The stem has unisseriated epidermis and bicollateral vascular organization.
There are phenolic compounds in epidermical cells and several prisms of
calcium oxalate were found in leaves, peciole and stem. Gas chromatography-
mass spectrometry of the wax shown presence of alkanes and diterpenoids and
the analysis of glandular exudates by HPLC-DAD shown the presence of a
flavonoid and benzene derivatives. From hexane extract of aereal parts of M.
hatschbachii were identified aliphatic alkanes, methyl esters of long chain acids,
carboxylic acids and it were isolated for the first time in Melastomataceae the
diterpenoids labd-8(17)-en-15-0ic acid and labd-8(17),13-dien-15-oic acid.
These diterpenoids were identified by 'H and *C NMR and 2D NMR (COSY,
HMQC, HMBC) and other compounds were characterized by GC-MS.

Keywords: Melastomataceae. Microlicia hatschbachii. Morpho-anatomy.
Diterpenoids. Labdanes.
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1 INTRODUCAO

Através do Programa de Biodiversidade e Bioprospeccao do Instituto do
Milénio do Semiarido (IMSEAR) foi realizado no periodo de 2002 a 2006 um
estudo farmacologico e fitoquimico de espécies nativas ou endémicas da
regiao do semi-arido, as quais foram selecionadas de modo randdémico. Neste
estudo, de carater exploratério, 87 espécies foram submetidas a analises
fitoquimicas e testes biol6gicos, visando obter extratos e isolar substancias
puras a serem testadas na busca de novos farmacos para algumas endemias
de grande ocorréncia no semiarido. A partir de 435 extratos obtidos de 87
espécies foram isoladas 103 substancias, das quais 14 foram consideradas
novas para a ciéncia (GIULIETTI E QUEIROZ, 2006). Baseado nestes
resultados, a biodiversidade encontrada no semiarido mostrou-se promissora
com relacdo a composicao quimica.

O semiarido corresponde a regidao do Nordeste do Brasil e Norte de
Minas Gerais incluida em uma area delimitada pela precipitacao pluvial média
de 800 mm.ano™, coincidindo com a regido do “poligono das secas”, adotado
pelo governo brasileiro (QUEIROZ et al., 2006). Ocupa uma area de cerca de
955.000 Km?, que corresponde a mais de 10% do pais, incluindo 1116
municipios (MOURA E RAMOS, 2004).

A regido semiarida apresenta vegetacdo extremamente complexa e
dificil de ser classificada dentre os grandes dominios morfoclimaticos
brasileiros, por apresentar uma consideravel variacao fisionémica e floristica,
relacionada a grande heterogeneidade do clima, solo e relevo (QUEIROZ et
al., 2006).

Dentre os principais tipos de vegetacao presentes no semiarido estao a
caatinga e os campos rupestres. Os campos rupestres (Figura 1, p.17)
compreendem um conjunto de elevagbes geralmente acima de 900 metros de
altitude, com alta irradiacao solar, ventos fortes, déficit hidrico e um solo
rochoso de arenito ou quartzito, com pequena profundidade e baixa fertilidade
(GIULIETTI et al. 1987). Estes campos incluem diferentes fisionomias, variando
desde campos limpos praticamente sem arvores ou arbustos, até formacgdes
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arbustivo-arbéreas densas. No entanto, suas fisionomias mais tipicas
apresentam predominancia de um estrato herbaceo-subarbustivo extenso
sobre solos arenosos rasos, € um estrato mais arbustivo relacionado a

presenca de afloramentos rochosos (QUEIROZ et al., 2006).

Figura 1: Campo rupestre em Morro do Chapéu, BA.

Os campos rupestres apresentam uma flora muito rica, com grupos
taxonémicos e caracteristicas biogeograficas muito particulares. Neste aspecto,
destaca-se 0 grande numero de espécies e 0S numerosos casos de
endemismo muito restritos (QUEIROZ et al.,, 2006). Algumas familias tém
centros de diversidade nos campos rupestres, como Velloziaceae, Xyridaceae,
Eriocaulaceae e Melastomataceae, sendo esta ultima representada por muitos
géneros (QUEIROZ et al.,, 2006; FUNCH et al., 2004), alguns deles ainda
pouco estudados, o que torna a familia Melastomataceae um bom alvo para o

direcionamento de mais estudos.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 CONSIDERACOES BOTANICAS SOBRE A FAMILIA
MELASTOMATACEAE

A familia Melastomataceae agrupa cerca de 170 géneros e
aproximadamente 4600 espécies, distribuidas nas zonas tropicais e
subtropicais do mundo (REIS et al, 2005). Representantes de
Melastomataceae sdo especialmente abundantes no Brasil, correspondendo a
sexta maior familia de Angiospermas com 68 géneros e mais de 1.500
espécies, que se distribuem desde a Amazénia até o Rio Grande do Sul,
estando presente em praticamente todas as formacdes vegetacionais com um
numero variavel de espécies (ROMERO E MARTINS, 2002).

As espécies de Melastomataceae apresentam grande diversidade de
habitos, desde herbaceas até arbustivas, e mais raramente trepadeiras e
epifitas, que permitem a ocupagdo de ambientes distintos e diversificados
(ROMERO E MARTINS, 2002). Espécies desta familia sdo comumente
encontradas em florestas, cerrados e campos rupestres, sendo alguns géneros
restritos a determinadas regides (GARDONI et al. 2007).

A palavra Melastomataceae deriva do grego melastoma (melas: preto e
stoma: boca) dando origem a expressao boca preta, caracteristica de alguns
frutos desta familia que ao serem comidos deixam a boca com coloragao
escura, como Miconia albicans e Clidemia hirta (FUNCH et al., 2004).

Representantes desta familia sdo prontamente reconhecidos,
principalmente, pelas folhas simples, decussadas, freqientemente revestidas
por tricomas. Possuem normalmente uma nervacao tipicamente acrédoma,
com duas ou mais nervuras secundarias, distinguindo-se a partir da base e
percorrendo a periferia do limbo foliar até unirem-se a nervura central no apice
(CAMPOS, 2005).

Esta familia é ornamentalmente atrativa devido a beleza de suas flores
cuja coloragdo varia entre branco, amarelo, rosa e magenta (WOODGYER,
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2005). As flores sao actinomorfas, diclamideas, hermafroditas, tetrameras ou
pentdmeras, reunidas em inflorescéncias paniculadas, racemosas ou mesmo
unifloras. O ovario é infero, e os estames, em numero de até 10, possuem
anteras poricidas, caracteristicamente curvadas, em forma de foice
(falciformes). Em muitas espécies ha especializacao entre os estames, alguns
produzindo polen estéril que serve de alimento para insetos, enquanto outros
estames produzem poélen fértil, que é depositado sobre o corpo do animal.
Algumas flores alteram suas cores durante a antese. Os frutos em geral sao
capsulares, ou bagas em algumas espécies, com muitas sementes diminutas
(MARTINS, 1989).

Outra caracteristica interessante da familia é o acumulo de aluminio em
suas folhas que esta provavelmente relacionado a protecao contra herbivoria e
tem contribuido com informacdes sistematicas Uteis em estudos filogenéticos
de Angiospermas. Além disso, o wuso tradicional de espécies de
Melastomataceae como mordente no tingimento de tecidos, especialmente no
sudeste da Asia, tém sido associado ao actimulo de aluminio em plantas
(JANSEN et al., 2002).

Melastomataceae é subdividida em trés subfamilias: Memecyloideae e
Astronoideae, com apenas uma tribo cada, e Melastomoideae, composta por
11 tribos, sendo Melastomeae, Miconieae e Microlicieae consideradas as mais
importantes para o Brasil (CLAUSING E RENNER, 2001; ROMERO, 2003;
REIS et al., 2005).

Aspectos anatdomicos e morfoldégicos da familia Melastomataceae vém
sendo estudados desde o século XIX, quando se encontram trabalhos como o
de Palézieux (1899) sobre a anatomia foliar e sistematica das tribos
Microlicieae, Tibouchineieae e Miconieae. Palézieux (1899) cita ainda trabalhos
anteriores como o0 de anatomia comparada entre Calycanthaceae,
Melastomataceae e Myrtaceae realizado por Lignier (1886). Desde entéo,
muitos aspectos interessantes vém despertando e estimulando os
pesquisadores no estudo das Melastomateceae ao longo do desenvolvimento
da boténica (VALE, 1999).

O histérico dos primeiros trabalhos em anatomia na familia foi feito por
Costa (1977), que destacou a presencga de muitas particularidades no grupo, as
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quais vém sendo exploradas e se tornando um imenso campo de pesquisa
(VALE, 1999). Contudo, os estudos sobre as caracteristicas anatémicas de
espécies de Melastomataceae sao escassos (REIS et al., 2005), destacando-
se o trabalho de Vale (1999) que fez uma comparacao morfo-anatémica entre
populacées de Marcetia taxifolia (A. St.-Hil.) DC. e o trabalho de Reis et al.
(2005) sobre a anatomia foliar de Melastomataceae, onde apenas uma espécie
do género Microlicia foi descrita, a M. polystemma.

Por apresentar elevado niumero de espécies na flora brasileira, e pela
taxonomia complicada, a familia Melastomataceae representa uma das que
mais necessitam de estudos botanicos e morfoanatémicos, visando avaliar sua
representatividade nas diversas formacdes vegetacionais brasileiras e melhor
caracterizar os seus representantes (RODRIGUES, 2005). Para isto, uma das
melhores formas de se conhecer suas espécies e avaliar sua distribuicao neste
territério € através da realizacdo de floras regionais, estudos anatémicos,
revisbes taxondmicas, estudos fitogeograficos, entre outros, que muito

contribuem para o acréscimo de informacoes a respeito desta familia.

2.2 A QUIMICA DA FAMILIA MELASTOMATACEAE

Do ponto de vista quimico a familia Melastomataceae destaca-se pela
presenca de hidrocarbonetos, acidos graxos, terpendides, flavondides, taninos
hidrolisaveis e antocianinas (CUNHA et al. 2003a e b; CHATURVEDULA et al.,
2004; YOSHIDA et al., 1991a, TERAHARA et al., 1993).

Um estudo quimiotaxonébmico baseado na distribuicdo de alcanos
presentes na cera epicuticular foi realizado com folhas de 8 espécies de
Huberia (MIMURA et al., 1998). Neste estudo todas as espécies exibiram
padrao de alcanos com predominancia de homdélogos com numero impar de
atomos de carbono, dentro da faixa Co; a Cs3, sendo que dois padroes de
distribuicdo foram encontrados, um caracterizado por amostras com Cz1 ou Cg3
e outra com Cy9 como principal homologo (MIMURA et al., 1998). A partir da
comparacdo do tempo de retencdo de padrées de hidrocarbonetos por
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Cromatografia Gasosa com detector por ionizagdo em chama (CG-FID) e por
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM), foram
identificadas séries homoélogas de hidrocarbonetos (C+s, C1s, C20, C22 @ C31 €
Cs3) nas fragdes hexanicas dos extratos cloroférmicos de Miconia cabucu, M.
rubiginosa e M. stenostachya (RODRIGUES et al. 2008).

A série homdloga dos acidos graxos, acido miristico (1), acido palmitico
(2) e acido estearico (3), foi encontrada em Cambedessia espora (VILEGAS et
al., 1998). Também foi verificada a presenca do acido palmitico (2) em
Henriettella fascicularis (CALDERON et al., 2002) (Figura 2, p. 21).

Os ésteres alifaticos de cadeia longa, Hexadecanoato de hexadecanila
(4) e Hexacosanoato de dotetracontanila (5), foram isolados das partes aéreas
de Lavoisiera pulcherrima (JAMAL et al., 1999) (Figura 2, p. 21).
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Figura 2: Acidos carboxilicos e ésteres de cadeia
longa encontrados em Melastomataceae

A andlise do extrato hexanico de Miconia ligustroides por CG-FID
através de comparacdo com padrdes, revelou a presenca dos triterpenos a-
amirina (6) e B-amirina (7) (CREVELIN et al., 2006; CUNHA et al., 2003a).
Estes mesmos triterpenos, além do lupeol (8), foram encontrados no extrato
hexanico de M. rubiginosa (SPESSOTO et al., 2003; CREVELIN et al., 2006),
M. falax, M. sellowiana, M. albicans e M. pepericarpa (CREVELIN et al.,
2006). Em Melastoma malabathricum foram encontrados a-amirina (6) e uvaol
(9) (NURESTI et al., 2003) (Figura 3, p. 22).

O fracionamento por cromatografia em coluna do extrato diclorometanico
de Miconia rubiginosa resultou na obtencdo de uma mistura contendo o acido
ursélico (10) e o acido oleandico (11) (SPESSOTO et al., 2003), os quais
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também foram encontrados no extrato etandlico de M. fallax (CUNHA et al.,
2008). Os acidos ursélico (10) e oleandico (11) sao triterpenos distribuidos
amplamente no reino vegetal, e frequentemente isolados como misturas
isoméricas em espécies de Miconia (CUNHA et al., 2006; VASCONCELOS et
al., 2006). Das partes aéreas de Lavoisiera pulcherrima foram isolados 3
triterpenos pentaciclicos: acido betulinico (12), betulina (13) e o acido 3B-
hidroxi-lup-20(29)-en-27-6ico (14) (JAMAL et al., 1999). A partir de Marcetia
formosa foi isolado o triterpeno friedelina (15) (ROCHA et al., 2008) (Figura 3,
p.22).

H:C R

R R1 Ro Rs
6: H CHs CHs OH R R1
7: CHs; H CHs OH 8: CHs CHs
9: H CH; CH;OH CH;OH 12: CHs COOH
10: H CHs; COxH OH 13: CHs; CHXOH
11: H CHy CO.,H COxH 14: COOH  CHs

15: CHs; H CHs O

Figura 3: Triterpenos isolados de Melastomataceae

Crevelin et al. (2006) utilizaram CG-FID e padrdes auténticos para
identificar esterbides em 6 espécies do género Miconia. Nas espécies
estudadas foi evidenciada a presenca de B-sitosterol (16), campesterol (17) e
estigmasterol (18) (Figura 4, p. 23). Estes esterdides também foram
encontrados em outros géneros de Melastomataceae, conforme mostra a
tabela 1 (p. 23), sendo que houve uma predominancia da presenca de

estigmasterol na maioria das espécies, e B-sitosterol em praticamente todas as
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espécies citadas. O esteodide estigmast-4-eno-3,6-dieno (19) foi isolado apenas
em Miconia trailii (ZHANG et al, 2003).

H H H OH
OH OH
HO OH HO H
H 0 CH,0H H o CH,OH
OH H OH H
Glicose Galactose

R R R, 22,23
16: H CH; CHs; dihidro
17: H H H  dihidro
18: H CH; CH; A%*2

20: Gli CHs CH; dihidro
21: Gal CHs CHs; dihidro 19

Figura 4: Estruturas quimicas dos esterdides presentes em Melastomataceae

Tabela 1: Esterdides encontrados em espécies de Melastomataceae

Espécies 16 17 18 19 Referéncia
Miconia sellowiana X X X - Crevelin et al., 2006
M. albicans X X X - Crevelin et al., 2006
M. pepericarpa X X X - Crevelin et al., 2006
M. falax X - X - Crevelin et al., 2006
Miconia ligustroides X - X - Crevelin et al., 2006;

Cunha et al., 2003a

M. rubiginosa X - - Crevelin et al., 2006;
Spessoto et al., 2003
Cambedessia espora X - - - Vilegas et al., 1998
Melastoma malabathricum X - - - Nuresti et al., 2003
Henriettella fascicularis X - - - Calderén et al., 2002
Trembleya laniflora X - X - Ventura et al., 2007
Miconia trailii - - - X  Zhang et al, 2003
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Alguns esterdides glicosilados foram encontrados em Melastomataceae
como o B-sitosterol-3-O-B-D-glicopiranosideo (20) isolado de Miconia albicans
(MACARI et al., 1990) e Melastoma malabathricum (NURESTI et al., 2003) e o
B-sitosterol-3-O-3-D-galactosideo  (21) encontrado em  Monochaetum
vulcanicum (CHATURVERDULA et al., 2004) (Figura 4, p. 23).

Varios flavondides nao-glicosilados, glicosilados e glicosilados acilados
foram encontrados em Melastomataceae. Bomfim-Patricio et al. (2001)
relataram a distribuicao de flavonoides na folhas de aproximadamente 33 %
das espécies conhecidas de Lavoisiera e Trembleya e 15 % de Microlicia, com
0 proposito de estabelecer relagdes de afinidade e contribuir na resolugéo de
problemas na delimitacdo entre estes géneros. Foram encontrados 116
flavonéides, compreendendo 69 flavondis e 47 flavonas, sendo comum a
ocorréncia de flavonéides metoxilados nos géneros estudados. Outro estudo
sobre a composicao e distribuicdo de flavondides em Melastomataceae, com
espécies do género Huberia possibilitou identificar 17 substancias como sendo,
as agliconas livres apigenina (22), canferol (23), e quercetina (24) e seus
derivados glicosilados (MIMURA et al. 2004). A partir de Melastoma
malabathricum foram isolados quercetina (24), quercitrina (25), rutina (26),
naringenina (27) e canferol (23), além de derivados glicosilados do canferol
(NURESTI et al.,, 2003; SUSANTI et al., 2007). Em Melastoma candidum
também foram encontrados quercetina (24), quercitrina (25) e rutina (26), além
de isoquercitrina (28) (LEE et al., 2001; CHENG et al., 1993) (Figura 5, p. 25).

No extrato metandlico de folhas de Miconia cabucu foi isolado o primeiro
dimero de flavonas metoxiladas ligadas por Cs-Cg" encontrado na familia, o 5-
hidroxi-4',7-dimetoxiflavona-(6-C-6")-5"-hidroxy-3",4",7"-trimetoxiflavona  (29)
(RODRIGUES et al., 2007) (Figura 5, p. 25).

Segundo Lowry (1976) antocianinas aciladas também sao abundantes
em Melastomataceae. Isto explica a variedade de coloracdo encontrada nas
flores de espécies desta familia uma vez que esta classe de substancias é, em
grande parte, responsavel pelas cores das pétalas de flores e frutos de
vegetais superiores (SIMOES et al., 2007). Baseado na abundancia destes
metabdlitos secundarios na familia, Janna et al. (2007) avaliaram a estabilidade
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de antocianinas totais extraidas de flores de Tibouchina semidecandra para

sua utilizacao como corante natural em alimentos.
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Figura 5: Flavondides encontrados em Melastomataceae

A benzoquinona primina, 2-metoxi-6-n-pentil-p-benzoquinona (30), foi
isolada, juntamente com miconidina, 2-metoxi-6-n-pentil-1,4-dihidroxibenzeno
(31), seu derivado quinol, do extrato bruto metandlico de Miconia eriodonta
(LIMA et al. 1970a; 1970b) (Figura 6, p. 26). Estas estruturas também foram

citadas em outras espécies de Melastomataceae por Bernays et al. (2005).
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Acidos fendlicos (Figura 6, p. 26) como o &cido galico (32) e o acido
elagico (33) foram isolados de Miconia myriantha (LI et al. 2001), Osbeckia
aspera (GRAYER et al. 2008) e O. chinenesis (SU et al., 1988). O acido galico
também foi detectado em Phyllagathis rotundifolia (LING et al. 2002), Miconia
cabucu (RODRIGUES et al., 2007; 2008), M. rubiginosa (RODRIGUES et al.,
2008) e Tibouchina grandifolia (KUSTER et al. 2009). O galato de metila (34)
foi isolado de O. chinenesis (SU et al., 1988) e o acido protocatecoico (35) foi
encontrado em T. grandifolia (KUSTER et al. 2009) e O. aspera (GRAYER al.
2008) (Figura 6, p. 26). Estes acidos fendlicos sao precurssores para a

formacao de taninos hidrolisaveis que sdo muito comuns na familia.
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Figura 6: Derivados fendlicos presentes em Melastomataceae

A familia Melastomataceae é caracterizada pela producao de oligbmeros
de taninos hidrolizaveis caracteristicos (ISAZA et al., 2004). Os taninos desta
familia sdo distinguiveis das demais familias de plantas por biossintetizar

oligbmeros a partir de dimeros, trimeros e tetrdmeros formados de duas
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unidades monomeéricas diferentes: a casuarictina (36) e a pterocaryanina C (37)
(YOSHIDA et al., 2005) (Figura 7, p. 27). Estes oligbmeros sdo metabdlitos
produzidos no acoplamento oxidativo C-O entre os seus mondmeros
formadores (galoila e/ou hexahidroxidifenila).

Yoshida et al (2005) descrevem na literatura uma revisdo sobre taninos
hidrolizaveis em espécies de Melastomataceae e seu significado
quiomiotaxindmico, incluindo a descricdo de novas substancias isoladas de
Monochaetum  multifforum e de outras espécies. O significado
quimiotaxondmico do padrao de oligomerizacao nesta familia contribuiu para a
determinagdo estrutural de novos oligdmeros. Nesta revisdo também estédo
incluidos taninos monoméricos, diméricos, triméricos e tetraméricos
encontrados aleatoriamente em Monochaetum multiflorum, Melastoma
malabathicum, M. normale, Tibouchina semidecantra, T. multiflora,

Heterocentron roseum, Medinilla magnifica e Bredia tuberuculata.

¢o co co
g
H

(o] OH HO OH HO OH HO OH

36 37

Figura 7: Unidades monoméricas de oligdmeros de taninos hidrolisaveis
presentes em Melastomataceae

Muitos taninos hidrolisaveis foram isolados das folhas de Melastoma
malabathricum dentre eles os oligdmeros nobotanino B, G, H e J, malabatrina
B, C e D, além dos mon6émeros 1,4,6-tri-galoil-B-D-glicose, 1,2,4,6-tetra-O-
galoil-B-D-glicose, strictinina, casuarictina, pedunculagina, nobotanino D,
pterocarinina (YOSHIDA et al., 1992c). Nobotanino B, C e E também foram
isolados a partir de Tibouchina semidecandra (YOSHIDA et al., 1991b). Em

Melastoma candidum foram encontrados a castalagina e a procianidina B-2,
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que sao, respectivamente, um tanino hidrolisavel e um tanino condensado
(CHENG et al., 1993).

Michelangeli e Rodriguez (2005) investigaram a presenca de glicosideos
cianogénicos em Melatomataceae e constataram que a producao destas
substancias é rara na familia, embora ndao completamente ausente. Entretanto,
Calderdn et al. (2003) isolaram pela primeira vez na familia, a taxifilina (38) a
partir do extrato metandlico de Henriettella fascicularis (Figura 8, p. 28).
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Figura 8: Glicosideo cianogénico encontrado em Melastomataceae
2.3 ETNOFARMACOLOGIA E ATIVIDADE BIOLOGICA DA FAMILIA

Tradicionalmente, o uso econdmico da familia no Brasil concentra-se na
existéncia de espécies ornamentais, como a medilina (Medinilla magnifica), a
quaresmeira-rasteira (Schizocentron elegans), a orelha de onca (Tibouchina
clavata), espécie nativa das dunas litordneas, e a quaresmeira (Tibouchina
granulosa) (SOUZA E LORENZI, 2005).

Segundo Moerman e Estabrook (2003), em seu estudo sobre o uso de
plantas medicinais pelos nativos americanos, existe uma preferéncia por
espécies medicinais de algumas familias em relagéo a outras, independente do
tamanho dessas familias. Tal preferéncia pode estar correlacionada ao estado
evolutivo dessas familias e seus mecanismos de protecao contra herbivoria,
patdbgenos e outras agressoes. Por outro lado, esta preferéncia também esta
ligada a caracteristicas culturais ja que, se algumas plantas de uma familia séo
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utilizadas como medicinais outras semelhantes a elas serdo também
reconhecidas como tais.

Um levantamento realizado por Cruz e Kaplan (2004) evidenciou que
apesar da familia Melastomataceae possuir um grande numero de espécies
com ampla presenga em muitos biomas, relativamente poucas espécies sao
empregadas para fins medicinais no Brasil. A maioria destas espécies séo
usadas em tratamentos tdpicos e as partes mais comumente utilizadas sédo as
folhas. Das 14 espécies citadas, destaca-se o género Tibouchina com 4
espécies sendo utilizadas para o alivio de dores. Dentre as atividades
bioldgicas encontram-se registros do uso popular com acéo contra erisipela,
vermes intestinais, leucorréia, ulceracoes, palpitacdes, males dos rins e bexiga,
escabiose, dermatoses, eupepsia, reumatismo, resfriado, febre, infeccdes
vaginais, hematuria, dores de garganta, dores de cabeca (CRUZ E KAPLAN,
2004). Outros trabalhos relatam o uso de espécies de Melastomataceae nos
tratamentos de dor de dente (KALA, 2005), insbnia, dor gastrica e gastrite,
dispepsia e hipertensao (SILVA et al., 2000). Algumas espécies sao indicadas
como cicatrizantes e antisépticas (FENNER et al., 2006).

Em outras regides do mundo algumas espécies de Melastomataceae
sao muito utilizadas popularmente. Dissotis rotundifolia é utilizada em varias
partes da Africa para o tratamento, principalmente, de reumatismo e inchacos
dolorosos e a decoccéao de suas folhas é usada para aliviar dores de estbmago,
diarréia, disenteria, tosse, conjuntivite, problemas circulatérios e doencas
venéreas (ABERE et al., 2009). Na Tailandia Memecylon edule é conhecida
por seu uso como mordente em tingimento de seda. Suas folhas sao
tradicionalmente usadas em casos de queimadura e por seus efeitos
antiinflamatérios. A decoccdo de suas raizes tem sido usada no alivio dos
sintomas de febre proveniente de diversas doencas tais como resfriado,
sarampo e varicela (NUALKAEW et al., 2009). Em Taiwan Melastoma
candidum é utilizada popularmente para eliminar estase, limpar o sangue de
toxinas, tratar lesées traumaticas e disenteria bacteriana (WANG et al., 2008).

A tabela 2 (p. 30) apresenta as espécies de Melastomataceae utilizadas

poularmente e seus principais usos.
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Tabela 2: Espécies da familia Melastomataceae utilizadas na medicina popular

Espécies Nome popular Partes Usos Referéncias

Aciotis longifolia “vinagre-do-mato” Folhas Eripsela AMOROZO0, 1997

Belucia grossularioides “araga-de-anta”, “miuba” Folhas, Leucorréia, vermes intestinais MORS et al., 2000
Frutos

Clidemia blepharoides “anhanga-piri” Folhas Ulceragbes MORS et al., 2000

C. hirta “pixirica” Folhas, Palpitagcbes, males dos rins, bexiga, leucorréia PIVA, 2002
frutos

Leandra lacunosa “aperta-ruao” Folhas Adstringente MORS et al., 2000

Macairea radula “capuchinha” Folhas Escabiose, dermatoses MORS et al., 2000

Melastoma malabathricum “sendudok putih” (Malésia) Folhas Diarréia, disenteria, Ulceras, tratamento de feridas MAZURA et al., 2007,

“Daun halendong” (Indonésia) Reumatismo, artrite, dor de dente, epilepsia DEVEHAT et al., 2002

Raizes

Miconia albicans “canela-da-velha”, “Maria branca”, Folhas Eupéptico, reumatismo MORS et al., 2000;

“lacre-branco” STALCUP, 2000

M. cinnmonifolia “mexerico” Folhas Resfriado, febre BOSCOLO, 2003

Mouriri guianensis “crioula”, “murta”, “muriri” Folhas, Ulceragdes, banhos pds-parto, infecgdes vaginais  MORS et al., 2000
cascas

M. pusa “jaboticada do mato”, “manapuca” Partes Disturbios gastricos, como Ulcera e gastrite ANDREO et al., 2006
aéreas

Nespera aquatica “barba-de-paca” Folhas Hematuria MORS et al., 2000

Tibouchina aspera “margarita” Folhas,  Sedativa, béquica MORS et al., 2000
flores

T. clavata “orelha-de-gato”, “orelha-da-onga” Folhas Dores de garganta MORS et al., 2000

T. grandifolia “orelha de onga” Folhas Cicatrizacao de feridas KUSTER et al., 2009

T. semidecandra “quaresmeira”, “orelha-da-onga” Folhas Dor de cabega, cicatrizante PIVA, 2002

T. urvilleana “buscopan” Folhas Dores em geral MARODIN et al., 2001

*Adaptado de CRUZ E KAPLAN, 2004
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Algumas espécies de Melastomataceae apresentaram atividades
biolégicas ao serem testadas in vitro. Os triterpenos pentaciclicos a-amirina (6)
e acido betulinico (12) (Figura 3, p. 22) e os flavondides quercetina (24) e
quercitrina (25) (Figura 5, p. 25), isolados de Melastoma malabathricum,
apresentaram atividade atividade anti-inflamatéria por efeito inibitério do Fator
de Ativagédo Palquetaria (PAF) (MAZURA et al., 2007). O extrato metandlico
de M. malabathricum também exibiu atividade antiviral e citotéxica (DEVEHAT
et al., 2002).

Extratos e substancias isoladas de espécies de Miconia demonstraram
atividades biolégicas promissoras, tais como, antibidtica, antitumoral,
analgésica e antimalarica (SPESSOTO et al., 2003). Os extratos hexanico,
diclorometanico e etandlico obtido de partes aéreas de Miconia ligustroides
apresentaram atividade analgésica utilizando-se o modelo de contorcoes
abdominais, que avalia a dor de origem inflamat6ria (CUNHA et al., 2003a). A
espécie M. rubiginosa também apresentou atividade analgésica no teste da
placa quente para os extratos hexanico, diclorometanico e etandlico, além de
atividade positiva no teste de contorgcbes abdominais (SPESSOTO et al.,
2003). Os extratos etandlico e cloroférmico dos ramos de Lavoisiera
pulcherrima também produziram efeito antinociceptivo significante, inibindo as
contorcbes abdominais induzidas por acido acético em ratos (JAMAL et al.,
1999).

Os extratos metandlicos de Miconia rubiginosa e M. stenostachya e o
extrato cloroférmico de M. cabucu mostraram boa atividade antimicrobiana,
sendo que o extrato de M. cabucu foi muito ativo contra Candida albicans
(RODRIGUES et al., 2008). Os extratos obtidos em etanol e acetona a partir de
caule e raiz de Melastoma candidum exibiram boa atividade antibacteriana
contra bactérias gram-positivas e gram-negativas (WANG et al., 2008).

A primina (30) e a miconidina (31) (Figura 6, p. 26), isoladas do extrato
bruto de raizes de Miconia eriodonta, conhecida no Brasil como “Pau-Mondé”,
demonstraram atividade contra varios microrganismos e acao antineoplasica a
doses situadas no limiar da toxicidade (LIMA et al., 1970a; 1970b).

Em estudo realizado por Cunha et al (2008), o extrato etandlico de
Miconia fallax foi avaliado em meio de cultura contendo linhagem de células de
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adenocarcinoma cervical uterino humano (HelLa) e inibiu o crescimento das
células tumorais. A atividade antitumoral de uma mistura binaria de triterpenos
(acido ursdlico e oleandico) isolados desta espécie foi ainda mais acentuada.

Montenegro et al. (2007) realizaram estudo bioguiado com o extrato
metandlico de Cidemia sericea e isolaram o 2",6"-O-digaloilvitexina e o 2"-O-
galoilvitexina, dois flavondides glicosilados ativos contra cepas de Plamodium
falciparum resistentes a cloroquina. Através do método de bioautografia, dois
flavondides isolados de Tibouchina grandifolia mostraram atividade antifungica
contra Cladosporium cucumerinum (KUSTER et al., 2009).

O extrato etandlico de Memecylon edule apresentou atividade
antiinflamatéria, analgésica e antioxidante, confirmando seu uso potencial nas
aplicacoes terapéuticas locais em casos de dor e inflamacao e no tratamento
de feridas (NUALKAEW et al., 2009). Foi evidenciada a atividade antioxidante
dos flavonodides isolados dos extratos de acetato de etila e metandlico de
Melastoma matabathricum, além disso, um dos flavondides isolados
apresentou boa atividade citotdéxica contra células MCF7 (SUSANTI et al.,
2007). Trés taninos hidrolisaveis oligoméricos isolados de M. matabathricum,
nobotanino G, H e J, exibiram potente atividade antiviral in vitro contra o virus
da imunodeficiéncia humana (HIV) (YOSHIDA et al., 1992c). Melastoma
candidum apresentou atividade anti-hipertensiva e inibitéria sobre a enzima
monoamina oxidase B (CHENG et al., 1993; LEE et al., 2001).

O extrato metandlico e a fracdo flavonoidica de Mouriri pusa
neutralizaram o efeito hemorragico do veneno de Bothrops jararaca
(NISHIJIMA et al., 2009). Calderon et al. (2000) encontraram significativa
atividade dos extratos de Mouriri myrtilloides contra o Plasmodium falciparum,
bem como contra cancer e HIV. Frankel e Berenbaum (1999) também
detectaram atividade antioxidante em M. myrtilloides.

Yoshida et al. (1991a, 1992a, b e ¢, 1995, 1999a e b) verificaram que a
atividade antitlcera dos extratos de Tibouchina semidecandra, T. multiflora,
Heterocentron roseum e Melastoma malabathricum esta relacionada a
presenca de varios taninos galicos e elagicos. Mouriri pusa e M. elliptica
apresentaram atividade mutagénica contra cepas de Salmonella typhimurium
(SANTOS et al., 2008) e atividade antiulcerogénica (MOLEIRO et al., 2009).
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Andreo et al. (2006) afirmaram que a atividade gastroprotetora produzida pelo
extrato metanodlico de Mouriri pusa pode estar relacionada a presenca de

taninos, catequinas e flavondides.

2.4 O GENERO Microlicia

Dentre os géneros que compdem a tribo Microlicieae, Microlicia D. Don é
0 maior em numero de espécies, com aproximadamente 160 bin6mios, mas
provavelmente compreenda cerca de 130 espécies (ROMERO, 2003). Este
género neotropical apresenta limites nem sempre muito precisos, sendo
freqientemente confundido com outros géneros da tribo, principalmente com
Trembleya, Lavoisiera e Chaetostoma (RODRIGUES, 2005).

Microlicia apresenta limites muito ténues com Trembleya, tornando
algumas vezes a distincao entre estes dois taxons dificil, pois, em ambos, as
flores sdo pentdmeras, ovario 3-4 ou 5-locular, cdpsulas com deiscéncia do
apice em direcdo a base. Em uma revisao taxonémica do género Trembleya,
realizada por Martins (1997), foram delimitados os limites entre Trembleya e
Microlicia, baseando-se principalmente na arquitetura vegetativa, no padrao da
nervagdo e no padrdo da inflorescéncia. Microlicia também mantém grande
afinidade com Lavoisiera, sendo que o numero de pétalas e o tipo de
deiscéncia do fruto sdo os principais caracteres utilizados para separar estes
dois géneros (COGNIAUX, 1883-1885; 1891 apud ROMERO, 2003). No
entanto, muitos autores tem comentado sobre as dificuldades para o
estabelecimento dos limites entre o0s géneros da tribo Microlicieae
(BAUMGRATZ et al, 1997; MARTINS, 1997; KOSCHNITZKE, 1997),
especialmente entre os trés géneros citados, cujos caracteres morfolégicos sao
pouco precisos e se sobrepoem (MARTINS, 1997).

Segundo WURDACK (1973), o polimorfismo existente em espécies de
Microlicia € muito comum, sendo esta a razdo das espécies tornarem-se de
dificil identificacdo. De acordo com Rodrigues (2005), isso pode ser
comprovado quando sdo examinados exemplares depositados em diversos
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herbarios, que apresentam um grande numero de espécies de Microlicia sem
suas devidas identificages.

O género Microlicia (micros = pequeno, éelikia = estatura) foi estabelecido
por Don (1823), e circunscrito originalmente por apresentar hipanto globoso,
calice com cinco lacinias persistentes, cinco pétalas, dez estames, anteras
oblongas, obliguamente deiscentes por poro simples, e conectivo longamente
filforme com base calcarada (ROMERO, 2003). Os representantes deste
género sao caracterizados pelo habito geralmente subarbustivo, delicado e
folhas diminutas, geralmente revestidas por glandulas sésseis (ALMEDA E
MARTINS, 2001). Muitas de suas espécies possuem flores na cor magenta, o
qgue confere ao género o potencial ornamental.

Este género apresenta a quase totalidade de suas espécies em territério
brasileiro. Apenas Microlicia benthamiana Triana ex Cogn., M. weddelli Naudin,
M. guanayana Wurdack, M. peruviana Cogn. e M. sphagnicola Gleason podem
ser encontradas fora do territorio brasileiro, ocorrendo em paises da América
do Sul como Peru, Bolivia, Venezuela e Guiana Inglesa. Nestas localidades
ocupam vegetacdes abertas, herbaceo-arbustivas, em solos arenosos e
pedregosos, em altitude que chegam a 2.500 m (RODRIGUES, 2005).

No Brasil existem muitas espécies endémicas de Microlicia que se
distribuem principalmente em Minas Gerais, Bahia e Goids e ocupam,
preferencialmente, os campos rupestres e adjacéncias, onde atinge sua maior
diversidade, além de campos de altitude e campos limpos associados a
cerrado formando, na maioria das vezes, grandes populacdes (ROMERO,
2003). Algumas espécies podem ser encontradas em campos de altitude,
cerrados e campos limpos de Sao Paulo, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul,
Parana e um menor numero de espécies distribuidas em cerrados, campos
limpos e adjacéncias nos estados do Rio de Janeiro, Piaui, Maranh&o, Para,
Amazonas e Rondbnia (ROMERO E MARTINS, 2002). Do total de espécies
encontradas no Brasil existem atualmente 45 espécies de Microlicia listadas no
estado da Bahia, dentre as quais, 3 espécies inicialmente identificadas como
Lavoisiera foram posteriromente transferidas para o género Microlicia por
Almeda e Martins (2001).
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De acordo com Rodrigues (2005), espécies do género Microlicia séo
constituidas de subarbustos que nao ultrapassam 1,5 m de altura, ramificados,
com caules quadrangulares a subquadrangulares ou cilindricos a
subcilindricos, geralmente cespitosos ou em touceiras copadas onde nao é
possivel diferenciar um eixo principal. As folhas dispdem-se de maneira
homogénea ao longo dos ramos. Durante a maturidade apresentam folhas
apenas no tergco superior, raramente desde a base. Segundo Menezes e
Giullieti (2000), alguns géneros de Melastomataceae, como Chaetostoma,
Microlicia e Lavoisiera, que ocorrem em campos rupestres apresentam
adaptacées morfolégicas como folhas decussadas, pequenas, imbricadas,
revestidas por tricomas, que podem contribuir para minimizar a perda
excessiva de agua durante dias mais secos e de alta incidéncia solar,
acumulando agua da chuva ou da neblina que se forma durante noite.

2.5 A ESPECIE Microlicia hatschbachii

Numa investigacao fitoquimica com o objetivo de se isolar os principios
ativos de uma planta, a escolha de uma espécie pode ser bastante dificil
devido a grande quantidade de plantas existente no planeta, sendo que a
maioria € desconhecida sob o ponto de vista cientifico (HOSTETTMANN et al.,
2003). Varias abordagens para a selecao de espécies vegetais tém sido
apresentadas na literatura, dentre elas, trés tipos sdo alvo de maiores
investigacdes: a) abordagem rand6mica — escolha da planta sem qualquer
critério, tendo como fator determinante a sua disponibilidade; b) abordagem
quimiotaxondémica — selecao da espécie correlacionada com a ocorréncia de
uma dada classe quimica de substancia em um género ou familia; c¢)
abordagem etnofarmacoldgica — selecao da espécie de acordo com 0 uso
terapéutico evidenciado por um determinado grupo étnico (MACIEL et al.,
2002).

Entre os diferentes critérios de selecéo, a quimiotaxonomia ou ciéncia da
classificacdo das plantas em funcdo de seus constituintes quimicos pode
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conduzir a informacbes importantes uma vez que algumas classes de
substancias sdo caracteristicas de uma familia botadnica ou mesmo de um
género (HOSTETTMANN et al.,, 2003). Segundo Giordani et al. (2008), ao
considerar as informagcdes botanicas e quimiotaxondmicas, a escolha das
plantas a serem investigadas torna-se mais selecionada.

Um estudo quimiotaxonémico realizado por Bomfim-Patricio et al.
(2001), em folhas de 33 espécies de Melastomataceae pertencentes aos
géneros Lavoisiera, Microlicia e Trembleya, resultou na identificacao de 116
flavondides, entre eles 14 agliconas metiladas ou ndao e seus derivados
glicosilados. Dentre as classes de flavondides obtidos a partir dos trés géneros
citados destacam-se 69 flavondis e 47 flavonas. As 14 espécies de Microlicia
estudadas foram divididas em dois grupos: espécies apenas com flavonois (M.
crenulata, M. confertiflora var. confertiflora, M. confertiflora var. laxifolia, M.
cuneata, M. damazioi, M. polystema e M. pulchella) e espécies com flavondis e
flavonas (M. avicularis, M. fulva, M. glandulifera, M. isophylla, M. macrophylla,
M. martiana e Microlicia sp.). Todas as espécies descritas deste género
apresentaram, predominantemente, derivados da classe dos flavondis, com
ampla diversidade estrutural de derivados glicosilados da quercetina e do
canferol.

A escassez de trabalhos com o género Microlicia chama a atencao uma
vez que o género apresenta forte tendéncia ao endemismo na regiao do
semiarido brasileiro. Além disso, problemas na caracterizacdo de suas
espécies ou confusdo com outros géneros, principalmente Lavoisiera e
Trembleya, poderiam ser reduzidos a partir de estudos morfoanatémicos.
Apesar de existirem estudos de floras regionais que incluem descricdes
morfolégicas de algumas espécies de Microlicia (RODRIGUES, 2005;
MARTINS, 1991), apenas a espécie M. polystemma teve sua anatomia foliar
estudada até o momento (REIS et al., 2005).

Desta forma, a auséncia de informagdes sobre uso popular, atividade
farmacolégica e de seus constituintes quimicos conduziram a escolha da
espécie Microlicia hatschbachii que é endémica dos campos rupestres do
semiarido baiano e foi descrita por Wurdack em 1981.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAIS

= Analisar a morfoanatomia de Microlicia hatschbachii e realizar o estudo

quimico de seus extratos apolares.

3.2 ESPECIFICOS

» Realizar morfodiagnoses macroscépicas e microscopicas em folhas e caule
de M. hatschbachir,

= Contribuir para o conhecimento anatémico e apontar caracteres Uteis na

delimitacdo desta espécie;

= Analisar a composicdo quimica dos extratos apolares obtidos da cuticula

foliar e material glandular secretado;

» |[solar e identificar os constituintes do extrato hexanico obtido das partes
aéreas de M. hatschbachii;

= Descrever pela primeira vez na literatura o estudo morfoanatémico e

quimico da espécie.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 COLETA E IDENTIFICACAO DA ESPECIE

Foram realizadas duas coletas nas proximidades da Cachoeira do Ferro
Doido (11°37°39,9”S; 41°00’3,8”"W), no municipio de Morro do Chapéu, estado
da Bahia, Brasil, em maio de 2007 e setembro de 2008. O material da primeira
coleta foi destinado a obtencédo dos extratos para o estudo quimico. Parte do
material da segunda coleta foi fixada em FAA7;, (JOHANSEN, 1940) por 48
horas e conservada posteriormente em alcool etilico a 70% para os estudos
morfolégicos e anatdbmicos; a outra parte foi destinada a obtencdo da cera
epicuticular e exsudato glandular. A espécie foi identificada por especialista em
Melastomataceae do Herbario da Universidade Estadual de Feira de Santana
(HUEFS), onde se encontram depositadas as exsicatas da primeira (n® 119479)
e segunda coleta (n° 146444).

4.2 ESTUDOS MORFOLOGICOS

Foram feitas observacdes de campo no momento da coleta e analisados
posteriormente caracteres da morfologia foliar relacionados a composicao,
tamanho, cor, consisténcia, contorno, apice, base, margem, venacdo e
superficie da lamina foliar. Com relacdo ao peciolo, foram observados os
seguintes caracteres: insercdo na lamina, tamanho e seccao transversal. As
amostras foram analisadas com auxilio de estereomicroscopio binocular

(Taimim).
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4.3 ESTUDO ANATOMICO

A descricao anatbmica da espécie em estudo foi realizada em folhas
adultas, provenientes da segunda coleta, a partir de seccdes transversais nas
regides de bordo, terco mediano e nervura central da lamina foliar, efetuadas a
mao livre, com auxilio de lamina cortante, utilizando-se de isopor como suporte.
Também foram realizados cortes transversais em peciolo e caule. Os cortes
foram clarificados com hipoclorito de sédio 50%, em seguida lavados com agua
destilada, corados com azul de astra 1% e safranina 1% (9:1) e montados,
posteriormente, entre lamina e laminula com glicerina 50%, segundo técnica
modificada de Kraus e Arduin (1997).

Para estudo da epiderme e seus anexos, foram efetuadas secodes
paradérmicas, a mao livre, nas duas superficies da lamina foliar, as quais foram
posteriormente coradas com safranina 1%. As descri¢cdes e fotomicrografias
foram realizadas ao microscopio Optico (Axioskop 2, Zeiss), com camera
fotografica Olympus C-5060 acoplada. Testes histoquimicos foram realizados
em material recém coletado, para determinacdo de compostos lipidicos pelo
Sudam IV (GERLACH, 1984), compostos fendlicos pelo cloreto férrico
(JOHANSEN, 1940), lignina pela floroglucina cloridrica (FOSTER, 1949), amido
e lignina pelo cloreto de zinco iodado (JENSEN, 1962), mucilagem pelo azul de
metileno (COSTA, 1996) e verificacdo da natureza quimica dos cristais com
acido sulfurico (OLIVEIRA E AKISUE, 2000).

Os estudos morfolégicos e anatdmicos foram realizados no Laboratorio
de Anatomia Vegetal (LAMIV) da Universidade Estadual de Feira de Santana
(UEFS).
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4.4 ESTUDO QUIMICO

4.4.1 Procedimentos experimentais gerais

As colunas cromatograficas foram desenvolvidas em gel de silica 60 (70-
230 mesh, VETEC) e as analises cromatograficas em camada delgada foram
desenvolvidas em cromatofolhas de aluminio (Merk), visualizadas em UV (254
e 360 nm) e H.SO4 em metanol (10 %) seguido de aquecimento.

As analises de Cromatografia Gasosa (CG) foram realizadas em
cromatografo Shimadzu (GC-2010) equipado com coluna capilar Rix®-1
(fase:100% Dimetilpolisiloxano) de 30 metros, injetor a 270 °C e detector FID a
300 °C, vazao do gas de arraste (N2) de 0,87 mL/min , razdo de split 1:20 e
volume de injecdo de 1 plL, utilizando como programag¢do uma temperatura
inicial de 150 °C por 2 minutos, com rampa de aquecimento de 30 °C/min até
270 °C, permanecendo nesta temperatura por 20 minutos, seguida de nova
rampa de aquecimento de 30 °C/min até 300 °C e isoterma de 13 minutos
nesta temperatura. As analises de Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrometria de Massas (CG-EM) foram realizadas em espectrometro
Shimadzu (GCMS-QP5050) e impacto de elétrons a 70 eV como fonte de
ionizacao. A temperatura do injetor foi de 280 °C e a programacado da
temperatura inicial foi de 100 °C com rampa de aquecimento de 15 °C/min até
280 °C com isoterma de 18 minutos nesta temperatura.

Os espectros de RMN de 'H e "*C foram obtidos em espectrémetro Jeol
Eclipse (400 MHz). Os deslocamentos quimicos foram registrados em &,
tomando-se como padrdes de referéncia interna o CDCl; (3 7,27 para 'H e d
77,00 para '°C). As analises de CG-EM e RMN 'H e '*C foram realizadas no
Laboratério de Analises Instrumentais da Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro (UENF). A atividade ética foi obtida em polarimetro
Perkin EImer 343 da Universidade Federal da Bahia (UFBA).

Os demais procedimentos foram realizados no Laboratério de
Fitoquimica da UEFS.
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4.4.2 Extracao dos constituintes cuticulares e glandulares

Para remocao e analise dos contituintes cuticulares e glandulares foi
utilizada metodologia conforme Marimoto et al. (2009), com algumas
modificacées. As folhas intactas provenientes da segunda coleta foram
destacadas do caule e mergulhadas duas vezes em CHxCl, por
aproximadamente 20 segundos para cada extracao.

A primeira extragdo teve por objetivo extrair os constituintes mais
apolares da camada externa da cera epicuticular (extrato cuticular), a segunda
extragdo objetivou a remocao do material secretado pelos tricomas glandulares
(extrato glandular) presentes nas folhas de M. hatschbachii. Apoés a filtracao e
evaporacdo do solvente, o extrato glandular foi re-dissolvido em Metanol e
deixado em repouso por 24 horas para a remocado de partes insoluveis
(graxas), sendo em seguida o sobrenadante separado com auxilio de pipeta de
Pasteur e analisado por CLAE-DAD.

4.4.3 Fracionamento do extrato cuticular e analise por CG-EM

Para andlise dos constituintes apolares da cera epicuticular extraida das
folhas, o extrato cuticular (19,4g), obtido anteriormente, foi submetido a
fracionamento por CC cromatografia em coluna (CC), eluida com misturas de
solventes em ordem crescente de polaridade: hexano (Hex); Hex/AcOEt;
AcOEt e AcOEt/MeOH. Foram obtidas 56 fracées de aproximadamente 50 mL
cada, as quais foram monitoradas por cromatografia em camada delgada
(CCD). As fracoes 1 a 12 foram unidas e denominadas de CEMH 1, as fracdes
13 a 22 também foram unidas (CEMH 2) e submetidas a CG-EM.
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4.4.4 Analise do extrato glandular por CLAE-DAD

O sobrenadante metandlico do extrato glandular obtido anteriormente foi
analisado por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) com detector de
fotodiodo (DAD). Para esta anadlise foi utilizado cromatdgrafo VWR Hitachi
equipado com coluna LiChrospher® 100 RP-18 (5um) e como eluente foi
utilizada uma mistura de solventes: 20% de A (agua) + 80% de B (metanol
90%, agua 5% e acido acético 5%), com fluxo de 0,8 mL/min. Os espectros no
UV foram adquiridos na faixa de 200 a 400 nm, sendo que para registro dos

cromatogramas, os comprimentos de onda foram escolhidos apds as analises.

4.4.5 Obtencao do extrato hexanico e fracionamento

Para obtencdo do extrato hexéanico total (HEMH), as partes aéreas,
provenientes da primeira coleta (sem extragao da cera), foram secas e moidas
em moinho de facas e maceradas em n-hexano a temperatura ambiente por
cinco dias em recipiente hermeticamente fechado e protegido da luz. Apds a
concentracdo do extrato, sob pressdao reduzida, utilizando aparelho
rotaevaporador (Quimis) obteve-se 45,6 g de extrato bruto. Cerca de 40,0 g do
HEMH foi submetido a cromatografia em coluna (CC), eluida com misturas de
solventes em ordem crescente de polaridade: hexano (Hex); Hex/AcOEt;
AcOEt e AcOEt/MeOH. Foram obtidas 11 fragbes de aproximadamente 100 mL
cada, as quais foram monitoradas por cromatografia em camada delgada
(CCD).

A fracdo HEMH 1 apresentou aspecto visual resinoso e de dificil
dissolucdo em solventes organicos. As fracbes HEMH 7 e 8 foram reservadas
por apresentarem aspecto visual verde-escuro pastoso, e em CCD revelarem-
se alaranjadas sob radiacao UV (245 nm), tipico de clorofila e derivados. As
fracbes HEMH 2, 3, 4 e 5 foram submetidas a CG e CG-EM (Tabela 3, p. 43).
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Tabela 3. Fracionamento do Extrato hexanico de Microlicia hatschbachii

Cdédigo Fracoes Sistema eluente Procedimento Substancias
reunidas (Hex:AcOEt) obtidas

HEMH 1 1 1:0 Reservada -

HEMH 2 19:1 CG-EM Alcanos

HEMH 3 9:1 CG-EM Esteres metilicos de

acidos de cadeia
longa

HEMH 4 4 4:1 CG-EM Diterpenos

HEMH 5 5 3:2 CG-EM Acidos carboxilicos

HEMH 6 6-7 1:1 Fracionada -

HEMH 7 8 1:4 Reservada -

HEMH 8 9-11 AcOEt - MeOH  Reservada -

A fracdo HEMH 6, resultante da unido das fragbes 6 e 7, foram

submetidas a nova cromatografia em coluna a partir da qual foram obtidas 58

subfracdes de 30 mL cada, as quais também foram reunidas a partir de CCD e
as subfracdes HEMH 6B, 6C e 6D foram submetidas a CG-EM (Tabela 4, p.
44). Apbs recristalizacdo de HEMH 6A com AcEtO foi obtida uma mistura

contendo as substancias 4a e 4d, as quais foram analisadas por CG-EM e
RMN 'H e "°C.
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Tabela 4. Fracionamento de HEMH 6

Cédigo Fracoes Sistema eluente Procedimento Substancias
reunidas (Hex:AcOEt) obtidas
HEMH 6A 1-3 1:0 —9:1 CG-EM 4a e 4d
HEMH 6B 4 17:3 CG-EM 4a e 4d
HEMH 6C 5-8 4:1 CG-EM 4a e 4d
HEMH 6D 9 15:5 Reservada -
HEMH 6E 10-15 7:3 Reservada -
HEMH 6F 16-19 3:2 Reservada -
HEMH 6G 20-26 1:1 Fracionada -
HEMH 6H 27-31 2:3 Reservada -
HEMH 6l 32-40 3:7 — AcOEt Reservada -
HEMH 6J 41-50 AcOEt - MeOH Reservada -
HEMH 6L 52-58 MeOH Reservada -

A partir da subfracdo 6G, submetida a CC (Tabela 5, p. 44), foi obtida a
substancia pura 4a analisada por CG-EM e RMN 'H e 3C.

Tabela 5. Fracionamento de HEMH 6G

Cédigo Fracoes Sistema eluente Procedimento Substancias
reunidas (Hex:AcOEt) obtidas
HEMH 6G.1 1-2 1:0-7:3 CG-EM; 4a
RMN 'He °C
HEMH 6G.2 3-4 4:2 Reservada -
HEMH 6G.3 5-7 1:1 Reservada -
HEMH 6G.4 8-12 2:3 — AcOEt - Reservada -
MeOH
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DESCRICAO MORFOLOGICA

O espécime coletado constitui-se de um arbusto bastante ramificado de
cerca de 1,5 m de altura, com flores na cor magenta e folhas dispostas de
maneira homogénea ao longo do terco superior dos ramos (Figura 9, p. 45). As

folhas e ramos mostraram-se bastante viscosos.

Figura 9: Microlicia hatschbachii Wurdack

Microlicia hatschbachii possui folhas opostas cruzadas, simples,
consisténcia cartacea, contorno eliptico a oval-eliptico, apice agudo, base
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simétrica e arredondada, margem inteira, lisa, discolor, verde-escuro, brilhante,
com venacao levemente proeminente na face adaxial, verde-claro, opaco, e
fortemente proeminente na face abaxial. Lamina foliar medindo de 0,7-1,8 x
0,4-1,2 cm. Apresenta nervagao curvinérvea e superficie lisa, glabra e viscosa.
Possui peciolo muito curto (1-2 mm) inserido lateralmente de aspecto reto e
eliptico e caule cilindrico liso (Figura 10, p. 47).

As caracteristicas morfolégicas externas encontradas em M.
hatschbachii estdo de acordo com as informacdes referentes a familia.
Segundo Rodrigues (2005), a textura da lamina foliar pode ser de consisténcia
membranacea, coridcea ou cartacea; com superficie plana, glabra ou
variadamente indumentada e algumas espécies podem apresentar folhas
discolores (Trembleya parviflora, Microlicia cabralensis).

As folhas das Melastomataceae sao, geralmente, pilosas, opostas ou
opostas-cruzadas e pecioladas, com laminas inteiras (METCALFE E CHALK,
1950). A forma da lamina foliar € bastante variada, podendo ser lanceolada,
oblonga, eliptica, oval ou oboval; margem inteira (lisa), crenulada, serreada,
serrilhada, ciliada ou ciliado-glandulosa; apice acuminado, agudo, obtuso,
arredondado, curto ou longo apiculado, ou ainda, terminado por um unico
tricoma glandular; base cordada, obtusa, arredondada, atenuada ou semi-
amplexicaule (RODRIGUES, 2005).

Quanto ao tipo de venacao apresentam a tipica nervacdo acrédroma
basal, sendo a nervura principal reta e de maior calibre, apresentando 1-2 ou 3
pares de nervuras secundarias que formam arcos convergentes partindo da
base em direcdo ao apice da lamina, podendo ou nao se unir no apice
(Lavoisiera, Rhynchanthera, Trembleya e a maioria das espécies de Micolicia)
(RODRIGUES, 2005).
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Figura 10: Aspecto geral morfolégico de Microlicia hatschbachii. A — Ramo; B —
Detalhe da folha; C — Aspecto da superficie foliar vista em estereomicroscopio;
D — Tricoma glandular; E — Gineceu; F — Estame; G — Calice; H — Flor inteira
(Carla de Lima, 2009).
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5.2 DESCRICAO ANATOMICA

5.2.1 Folhas

Em vista frontal, a espécie revela epiderme com células apresentando
paredes anticlinais poligonais nas faces adaxial e abaxial. As folhas séo
anfistomaticas, com estématos do tipo anisiocitico e anomocitico nas duas
faces (Fig. 11A e B, p. 50). Segundo Metcalfe e Chalk (1950) os estématos do
tipo anomocitico e anisiocitico sdo caracteristicos da familia, embora os tipos
diacitico e policitico, também estejam presentes em outros géneros. Em
Melastomataceae, as laminas foliares sdo predominantemente hipostomaticas,
conforme observado para Miconia por Costa (1977), Baumgratz e Ferreira
(1980), Souza e Marquete (2000) e para Tibouchina pulchra (Cham.)Cogn. por
Vecchi (1999). Em Microlicia polystemma Naudin foram verificadas folhas
anfistomaticas (REIS et al., 2005) a semelhanca de M. hatschbachii, descrita
neste estudo. Keating (1984) afirma que os estdmatos podem ocorrer somente
na face abaxial ou em ambas as faces.

Em seccéao transversal, a lamina foliar possui epiderme uniestratificada,
revestida por cuticula espessada, com células de formato isodiamétrico nas
faces adaxial e abaxial (Fig. 11C, p. 50). Segundo Keating (1984), as laminas
foliares, predominantemente dorsiventrais, sao revestidas por células
epidérmicas de tamanhos iguais, em ambas as faces, ou maiores na face
adaxial. Reis et al. (2005) afirmam que células epidérmicas da face adaxial
maiores que as da face abaxial predominam nas folhas das tribos Miconieae e
Melastomeae; em Microlicieae elas possuem tamanhos semelhantes em
ambas as faces. Este fato foi confirmado na espécie aqui estudada e a
presenca de epiderme uniestratificada também estd de acordo com os
resultados obtidos para outros géneros da familia (COSTA, 1977; SOUZA E
MARQUETE, 2000; VECCHI, 1999). Segundo Keating (1984) a cuticula pode
ser espessa ou delgada e ornamentada ou simples. No entanto, € comum as
Melastomataceae a presenca de folhas tomentosas e recobertas por cuticula
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espessa. Também é freqliente, nas folhas da familia, a presenga de hipoderme
conforme destacado por Costa (1977), Baumgratz e Ferreira (1980) e Souza e
Marquete (2000). Contudo, em M. hatschbachii ndo foi verificada a presenca de
hipoderme.

Os estdmatos de M. hatschbachii sdo levemente projetados em relacao
as demais células epidérmicas. Embora estbmatos nivelados caracterizem as
folnas de Melastomataceae e da maioria dos representantes de Myrtales
(KEATING, 1984), em algumas espécies da tribo Miconieae e Melastomeae,
eles ocupam posicao ligeiramente superior (SOUZA E MARQUETE, 2000).

O mesofilo é do tipo isobilateral ou heterogéneo simétrico, apresentando
parénquima palicadico préximo as epidermes adaxial e abaxial, formado por
duas séries, sendo a primeira composta por células mais alongadas. O
parénquima lacunoso é constituido por 2-3 séries (Fig. 11D, p. 50).. Dispersos
no mesofilo, observam-se drusas de oxalato de calcio, de formato arredondado
ou eliptico, com maior presenca ao redor do feixe vascular da nervura central
(Fig. 11E, p. 50). De acordo com Keating (1984), esclereides podem ou nao
estar presentes e cristais de oxalato de calcio sempre aparecem dispersos
aleatoriamente no mesofilo, ocorrendo em regides superficiais ou proximos aos
feixes vasculares.

As fungdes determinadas para os cristais de oxalato de calcio sao
variadas, dentre elas a osmorregulacado e balanco iénico, armazenamento de
célcio ou oxalato, suporte mecanico e protecdo contra herbivoria (DUARTE E
LOPES, 2005). De acordo com Vale (1999), essa presenca marcante de drusas
de oxalato de calcio, particularmente nas partes jovens, pode representar uma
estratégia de defesa contra herbivoros ou, segundo Roth (1995), pode ser o
sintoma de um metabolismo especial da familia Melastomataceae.

O bordo da lamina foliar encontra-se levemente fletido e exibe a
epiderme composta por células de tamanho e forma regulares, revestida por
cuticula espessa (Fig. 11D, p. 50).
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Figura 11: Microscopia Optica de folhas e peciolo de M. hatschbachii. A-
Epiderme adaxial (40x com optovar); B- Epiderme abaxial (20x com optovar);
C- Mesofilo (20x); D- Bordo (10x); E- Nervura central (10x com optovar); F-
Peciolo (10x). E. ad=epiderme adaxial; E. ab=epiderme abaxial; es=estémato;

pp=parénquima palicadico; pl=parénquima lacunoso; cut=cuticula; xi=xilema; fl=floema;
dr=drusa.
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Tricomas glandulares (Figura 12B, p. 53) com pedicelo pluricelular
unisseriado e cabeca pluricelular mostraram-se muito freqlentes nas duas
faces da lamina foliar de M. hatschbachii. Nas folhas de Melastomataceae, o
tecido de revestimento mostra-se altamente especializado, sendo que a
presenca de tricomas, de formas variadas e complexas, constitui um importante
auxilio na identificagcdo dos géneros e espécies (METCALFE E CHALK, 1950).
A diversidade dos tricomas em Melastomataceae é relatada por diversos
autores (METCALFE E CHALK, 1950; SOUZA, 1997; GUIMARAES et al.,
1999; JUDD et al., 1999) e Wurdack (1986) elaborou um atlas sobre os tipos
encontrados nos representantes neotropicais. De acordo com REIS et al.
(2005), tricomas tectores e glandulares podem ser encontrados em Microlicia, e
Rodrigues (2005) verificou que a presenca de dois ou mais tipos de tricomas
em um mesmo individuo também pode ser observada, como por exemplo, em
Microlicia canastrensis, Microlicia fasciculata e Microlicia polystemma, as quais
apresentam associacdo de trés tipos de tricomas. No entanto, em M.
hatschbachii foram encontrados tricomas glandulares de apenas um tipo.

Rodrigues (2005) também relata que tanto as espécies de
Melastomataceae que possuem tricomas glandulares ou simples, apresentam
uma viscosidade bastante notéria na superficie dos ramos, folhas, hipanto e
lacinias, o que também pbde ser observado em M. hatschbachii.

5.2.2 Nervura principal das folhas

A nervura principal, em secgao transversal apresenta formato convexo
na face abaxial, com a epiderme uniestratificada, formada por células um
pouco maiores em relacdo a lamina foliar e revestida por cuticula espessada
(Fig. 11E, p. 50). De acordo com KEATING (1984), na regiao da nervura
central, a face adaxial pode ser sulcada, plana ou ter forma de cunha enquanto
qgue a face abaxial pode ser convexa ou arredondada.
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Junto a epiderme foram observadas células esclerenquimaticas
seguidas do parénquima fundamental. Na regido central ha um unico feixe
vascular do tipo bicolateral em arco aberto formado por xilema e por floema nas
posicoes adaxial e abaxial, sendo o floema adaxial mais desenvolvido que o
abaxial. Segundo Keating (1984) os feixes vasculares podem aparecer imersos
no mesofilo ou serem abruptamente diferenciados dele, podem ser colaterais
ou bicolaterais, sendo que os ultimos apresentam ocasionalmente o floema
mais desenvolvido no lado adaxial como foi observado em M. hatschbachii.

Também foram encontradas células esclerificadas e algumas fibras
distribuidas ao redor da nervura principal e feixes vasculares adjacentes foram

encontrados inseridos no mesofilo (Figura 11E, p. 50).

5.2.3 Testes histoquimicos

Os testes histoquimicos realizados evidenciaram a presenca de lipidios
na cuticula (Figura 12C, p. 53), lignina ao redor do feixe vascular central e
compostos fendlicos principalmente na regido da epiderme e nervura central
(Figura 12D, p. 53). A presenca de substancias fenélicas nas células vegetais é
comum na familia e vista como um fator protetor contra a intensa radiacao UV
nas regioes altas da Venezuela (ROTH, 1995) e também é citada como mais
uma caracteristica das plantas xeromorfas, enquanto Salatino (1993) discute a
importancia destes compostos e sua eficiéncia na defesa vegetal contra
herbivoros. Vale (1999) constatou a grande quantidade de substancias
fendlicas em plantas do campo rupestre e associou o fato a maior altitude, ao
nivel de insolacdo ou ainda as observacées de campo que apontam para uma
forte presséo de herbivoria, concordando com as causas citadas pelos autores

acima referidos.
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Figura 12: Microscopia 6ptica de caule e folhas de M. hatschbachii. A- Secgao
transversal do caule (10x com optovar); B- Tricoma glandular (40x com
optovar); C- Seccgao transversal da folha corada com Sudam IV (40x com

optovar); D- Secgao transversal da folha corada com cloreto férrico (40x).
E. ad=epiderme adaxial; ess=esclerénquima; pm=parénquima medular; cut=cuticula;
xi=xilema; fl=floema; dr=drusa; tg=tricoma glandular; cf=compostos fendlicos.

5.2.4 Peciolo e Caule

O peciolo, em secgao transversal, apresenta aspecto oval com contorno
levemente irregular. A epiderme é uniestratificada, revestida por cuticula
espessada, com tricomas glandulares com pedicelo unisseriado semelhantes
aos encontrados nas folhas. Adjacente a epiderme encontram-se varias
camadas de colénquima e no parénquima fundamental existem muitas drusas
de oxalato de calcio ao redor do feixe vascular central e dos dois outros feixes

vasculares adjacentes (Figura 11F, p. 50).
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O caule possui seccao transversal quadrangular nos ramos jovens e oval
ou circular nos ramos adultos. A epiderme uniestratificada apresentou cuticula
espessa e inumeros tricomas glandulares. Internamente a epiderme foram
encontradas algumas células esclerificadas seguidas de parénquima contendo
drusas de oxalato de calcio. A regiao vascular apresentou estrutura
sifonostélica anfifldica continua ou solenostélica (OLIVEIRA E AKISUE, 2000),
na qual o floema localiza-se tanto externa como internamente. A regido central
do caule é preenchida por parénquima medular e também contém drusas de
oxalato de calcio (Figura 12A, p. 53).

5.3 ESTUDO QUIMICO

5.3.1 Analise dos constituintes quimicos da cera epicuticular por CG-EM

Devido a presenca de cuticula espessa e tricomas glandulares presentes
em ambas as superficies das folhas de M. hatschbachii, a cera cuticular e os
constituintes dos tricomas foram extraidos com CH.Cl, para avaliar a
composicao quimica dos mesmos (Ver secao 4.4.2, p. 41). A primeira extracao
teve por objetivo remover os constituintes da cera epicuticular.

O fracionamento do extrato cuticular por CC forneceu 56 fracdes as
quais foram unidas de acordo com o perfil da cromatografia em camada
delgada. As fragdes de 1 a 12 reunidas e denominadas CEMH 1 e as fragbes
de 13 a 22, chamadas de CEMH 2, foram submetidas a CG-EM. De acordo
com o padrao de fragmentacéo, a fracdo CEMH 1 apresentou uma mistura de 3
alcanos (Co7 a Cog) (Figura 13, p. 55), os quais foram identificados de acordo
com o tempo de retencdo conforme comparagcdo com o cromatograma A da
Figura 21 (p. 64) (Ver se¢éo 5.3.3, p. 63).
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Figura 13: Cromatograma de ions totais da fragdo CEMH 1 e espectros de
massas

O cromatograma de ions totais (CIT) da fracdo CEMH 2 (Figura 14, p.
56) apresentou uma mistura de substancias na qual os picos denominados 4e,
4a e 4d foram caracterizados como diterpenos do tipo labdano devido a
presencga dos fragmentos intensos em m/z 177 e 137 (Figura 15, p. 56 e Figura
16, p. 57) caracteristicos desta classe de substancias devido a perda da cadeia
lateral e posterior abertura do anel. De acordo com o ion molecular, fragmento
intenso indicando perda de metila [M-15]" e o padrdo de fragmentacao

comparado com a literatura (CARMAN E DUFFIELD, 1995; BUDZIKIEWICZ et
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al., 1967; PINTO et al., 2000) foram propostas as estruturas quimicas dispostas
na figura 17 (p. 57). As substancias 4a e 4d serdo novamente discutidas
posteriormente (Ver secdo 5.3.3, p. 65) .
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m/z177 m/z137
Figura 16: Principais fragmentos dos picos 4e, 4a e 4d da fracéao
CEMH 2
0__ |
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Labd-8(17)-en-15-0ato de Acido labd-8(17)-en-15-6ico  Acido labd-8(17),13-dien-15-
metila dico

Figura 17: Propostas das estruturas dos picos 4e, 4a e 4d da fracdo CEMH 2

Devido as agressdes sofridas pelas variacbes do meio ambiente, as
plantas superiores produzem uma série de estruturas de natureza polimérica
que as isolam e protegem contra as perdas de agua por transpiracao
excessiva, a acao de patégenos, as radiacdes solares e a entrada de produtos
quimicos e contaminantes (HEREDIA et al., 1998). Essa funcdo € assumida
pela cuticula ou membrana cuticular que cobre as paredes periclinais externas
das células epidérmicas, formando um revestimento constituido,
principalmente, por substancias lipidicas (PROCOPIO et al., 2003).

A composigdo quimica do revestimento cuticular de plantas € variada,
sendo a cutina e a cera seus principais componentes. A cutina é um
biopoliéster insoluvel, de elevado grau de entrecruzamento entre os acidos

graxos hidroxilados de cadeia longa que a compdem, enquanto a cera
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apresenta-se embebida nesse polimero ou depositada no exterior da cuticula
(cera epicuticular) (HEREDIA et al., 1998).

Segundo Bianchi e Bianchi (1990) a quantidade e a composi¢cédo da cera
epicuticular variam de acordo com a espécie e com a variedade, além de
serem influenciadas pelas condicdes climaticas. A cera epicuticular € uma
mistura complexa de diferentes compostos alifaticos geralmente contendo
séries homologas de alcanos, alcodis (primarios e secundarios), aldeidos,

cetonas, B-dicetonas e ésteres.

5.3.2 Analise do extrato glandular por CLAE-DAD

O sobrenadante metandlico obtido do extrato glandular foi analisado por
CLAE-DAD para verificagcdo da composi¢dao dos constituintes provenientes do
material secretado pelas glandulas.

O cromatograma obtido, registrado em 254 nm, indicou a presenca de
10 picos (Figura 18, p. 59). Os picos 1 a 5, 7 e 8 apresentaram espectros com
Amax entre 240 a 250, enquanto os picos 9 e 10 apresentaram absorcdes
semelhantes em Ans=260 nm (Figura 19, p. 60). Estes dados revelam a
presenca de grupos croméforos nas estruturas destas substancias, tratando-se
provavelmente de derivados do benzeno, os quais apresentam Aysx entre 246 a
253 nm dependendo do grupo substituinte, conforme mostra a figura 20 (p. 60)
(SILVERSTEIN et al., 1994). Este resultado pode estar relacionado ao teste
positivo para a presenca de compostos fendlicos realizado anteriormente com
as folhas de M. hatschbachii (Ver secao 5.2.3, p. 52).

Apenas o pico 6 (Tr = 4,14 min) apresentou absorcdes espectrais
tipicas de flavondide onde foram observadas bandas atribuidas ao anel A
(banda Il do grupo benzoil) e ao anel B (banda | do grupo cinamoil), com Anax
em 260nm e 350nm, respectivamente (Figura 19, p. 60).
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Figura 18: Cromatograma do extrato glandular por CLAE-DAD

A composi¢ao quimica dos tricomas glandulares também €& bastante
diversificada. Varias classes de metabdlitos ja foram identificadas nos exudatos
glandulares entre eles monoterpenos, diterpenos, lactonas sesquiterpénicas e
flavonéides (MARIMOTO et al., 2009; SPRING et al., 2003, URZUA et al.,
2004). Alteracdes no numero dos tricomas, composicao e concentragdao dos
seus exudatos ao longo do desenvolvimento das folhas podem ter
consequéncias importantes para a adaptacdo da planta a fatores bibticos e
abioticos (ROBLES-ZEPEDA et al., 2009).
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5.3.3 Andlise das fracoes do extrato hexanico por CG-EM

O extrato hexanico total (HEMH) obtido das partes aéreas de M. hatschbachii
por maceracao foi fracionado por CC e forneceu 11 fracdes das quais quatro foram
submetidas a CG e CG-EM.

A fracao HEMH 2, eluida com Hex/AcOEt (19:1), foi analisada por CG e CG-
EM (Figura 21A, p. 64) e revelou tratar-se de uma mistura de alcanos identificados
na Tabela 6 (p. 61).

Tabela 6: Hidrocarbonetos (1a-1p) caracterizados pelo espectro de massas dos
picos presentes no CIT da fracdo HEMH 2 (intensidade relativa dos picos %).

Tempo de
Férmula
Pico Retencao [M]*™ Estrutura Nome comum
molecular
(min)
1a 6,30 CigH34 226(5) CH3(CH2)14CHs  Hexadecano
1b 7,05 C17Hs6 240(5) CH3(CH2)1sCHs  Heptadecano
1c 7,76 C1sHss 254(6) CH3(CH2)16CH3s  Octadecano
1d 8,44 C19Ha0 268(5) CH3(CH2)17;CHs  Nonadecano
1e 9,09 CooHa2 282(5) CH3(CH2)1sCH3s  Eicosano
1f 9,71 Co1Haq 296(5) CH3(CH2)19CH3s  Heneicosano
19 10,31 CooHas 310(5) CH3(CH2)20CHs  Docosano
1h 10,89 CosHys 324(2) CH3(CH2)21CHs  Tricosano
1i 11,44 Co4Hs0 338(3) CH3(CH2)2CH3  Tetracosano
1j 11,97 CosHso 352(3) CH3(CH2)23CHs  Pentacosano
1k 12,52 CogHs4 366(1) CH3(CH2)24CHs  Hexacosano
11 13,15 Co7Hs6 380(1) CH3(CH2)2sCHs  Heptacosano
im 13,86 CogHsg 394(1) CH3(CH2)26CH3s  Octacosano
1n 14,75 CagHso 408(1) CH3(CH2)27CHs  Nonacosano
10 15,73 CsoHe2 422(7?) CH3(CH>2)26CH3  Triacontano
1p 16,97 Cs1He4 436(?) CH3(CH2)29CH3  Hentriacontano
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Tabela 7: Principais picos observados no espectro de massas da fracdo HEMH 3, 4
e 5 (intensidade realtiva dos picos %).

. . Férmula Principais fragmentos
Pico Tr (min) [M]*
molecular m/z

Esteres metilicos de acidos graxos de cadeia longa (Fracdo HEMH 3)
2a 13,36 CasHs5002  382(30) 43(72), 57(60), 69(49), 74(100), 87(68),

143(27)

2b 1501 CaxHssO»  410(20) 43(80), 57(64), 69(32), 74(100), 87(80),
143(27)

2c 17,45 CagHssO»  438(62) 43(55), 57(56), 69(30), 74(100), 87(64),
143(27)

Acidos carboxilicos (Sobrenadante da Fragdo HEMH 5)

3a 13,65 CosHssO,  368(20) 43(69), 57(100), 60(34), 69(43), 73(55),
97(32), 129(14)

3b 15,49  CxHs202  396(25) 43(93), 57(100), 60(39), 69(40), 73(52),

(26), 97(21), 129(25), 207(13)

3c 18,15  CogHss0o.  424(36) 43(82), 57(100), 60(45), 73(80), 83(25),

Diterpenos labdanos (Fracdo HEMH 4)

4a 10,96  CyH3402  306(22) 81(73), 95(68), 109(30), 123(31), 137(100),
177(40), 291(40)

4b 11,02  CyoH340,  306(10) 81(41), 95(100), 107(53), 123(47), 136(48),
177(15), 191(70), 263(25), 291(15)

4c 11,12 CyH3z202  304(9) 81(100), 95(92), 109(69), 123(45), 137(91),
177(35), 289(40)

4d 11,39  CyH3z202,  304(10) 81(100), 95(80), 109(55), 123(44), 137(91),
177(30), 289(43)

A fracdo HEMH 3 eluida com Hex/AcOEt (9:1) apresentou composicéao
majoritaria de ésteres metilicos de acidos graxos de cadeia longa. Da fragdo HEMH
4 foi obtida uma mistura de diterpenos labdanos e ésteres metilicos de acidos
graxos de cadeia longa. A fragdo HEMH 5 foi adicionado acetato de etila e tanto o
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sobrenadante quanto o precipitado foram analisados por CG-EM. O sobrenadante
obtido da fracdo HEMH 5 apresentou o mesmo perfil quimico da fragdo HEMH 4,
enquanto o precipitado mostrou composicao majoritaria de acidos carboxilicos. Os
principais picos e os cromatogramas de ions totais (CIT) das fracdes HEMH 2, 3, 4 e
5 estdo dispostos nas tabelas 6 e 7 (p. 61 e 62) e figura 21 (p. 64).

A aplicacdo da CG-FID e CG-EM pode ser usada para distinguir substancias
apolares a partir do tempo de retengao e padrao de fragmentacao, respectivamente
(BRANCO et al, 2004). As estruturas quimicas dos hidrocarbonetos, ésteres
metilicos de acidos graxos de cadeia longa e acidos carboxilicos foram propostas
com base no padréo de fragmentacao observado no espectro de massas, através de
fragmentos tipicos e do ion molecular, bem como por comparagdao com o espectro
de massas descrito na literatura.

Os alcanos foram detectados através de comparacdo do padrdo de
fragmentacdo com dados descritos na literatura. A figura 21A (p. 64) mostra a série
homéloga de hidrocarbonetos com picos com tempos de retencdo em intervalos
préximos, concentracoes distintas e espectros de massa cujos ions moleculares
diferem entre si em 14 unidades de massa (Anexo |, p. 102 a 106). Os alcanos
majoritarios (Co; a Cog) também foram encontrados anteriormente (Ver segédo 5.3.1,
p. 54) na cera epicuticular.

O pico do ion molecular de um hidrocarboneto linear saturado de cadeia longa
€, geralmente, de baixa intensidade. Os picos mais intensos ocorrem em C3 e Cy4, €
suas intensidades diminuem suavemente até [M — CoHs]" (SILVERSTEIN et al,
2007). Como as substancias com oito ou mais carbonos tém espectros muito
semelhantes, a identificacao da série homologa de hidrocarbonetos de cadeia longa
encontrados na fracdo HEMH 2 de Microlicia hatschbacii foi realizada a partir do pico
do ion molecular. Dentro da série homoéloga de hidrocarbonetos encontrados, Cis-
Cs1, houve maior predomindncia de Coy e Co9 como principais homélogos
constituintes da espécie. Segundo Mimura et al. (1998) tal padrao de distribuicdo de
alcanos é caracteristico nas Angiospermas e 0 mesmo autor sugere que a
distribuicdo de alcanos é um critério Gtil para o estabelecimento de relagbes de
afinidade entre espécies de Huberia (Melastomataceae), podendo ser bons

caracteres taxondmicos ao nivel de espécie para alguns taxa.
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O ésteres de metila foram identificados pela presenca dos ions m/z 74
([CH2=C(OH)OCHg3]*), 87 ([CH.CH.COOCH;z]*) e 143 ([(CH2)sCOOCHS;]*) (Anexo Il,
p. 107). Os &cidos carboxilicos foram identificados através da presengca do

fragmento m/z 60, que corresponde ao rearranjo de McLafferty (SILVERSTEIN et al,
2007) (Anexo lll, p. 108).
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As substdncias de estrutura mais elaborada, como os diterpenos
necessitaram de uma anadlise mais detalhada para a caracterizacdo estrutural.
Entretanto tais estruturas foram rapidamente detectadas através de seus fragmentos
caracteristicos e ions moleculares. A analise por CG-EM da fragdo 4 de HEMH
mostrou tratar-se de uma mistura de diterpenos da classe dos labdanos. Os
constituintes majoritarios 4a e 4d e a substancia 4c apresentam espectro de massas
tipico desta classe dos diterpenos (Figura 22, p. 66) devido a presenca dos
fragmentos m/z 137 e 177 conforme discutidos anteriormente (seg¢édo 5.3.1, p. 55).
Estes diterpenos foram encontrados também no extrato cuticular e provavelmente
sejam produzidos nos tricomas glandulares e secretados na cera epicuticular.

O espectro de massas da substancia 4b apresentou um fragmento intenso em
m/z 191 que caracteriza a perda de hidroxila e formacéo de ligacao dupla no C-8
(BUDZIKIEWICZ et al., 1967). O fragmento em m/z 263 (M-43) indica a perda de
[CH3COH]e, caracteristico da funcdo aldeido (SILVERSTEIN et al, 2007). Desta
forma, as propostas dos principais fragmentos observados nos espectros de massas
das substancias 4a, 4b, 4c e 4d e as propostas das estruturas destas substancias
estdo dispostas na figura 23 e 24, respectivamente (p. 67). Devido a similaridade
entre os espectros de massas das substéncias 4c e 4d, sugere-se que sejam

diasterioisbmeros (cis e trans).
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Figura 22: Espectros de massas das substancias 4a, 4b, 4c e 4d da fracao
HEMH 4
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m/z177 m/z 191

Figura 23: Principais fragmentos observados nos espectros de massas dos
diterpenos labdanos 4a, 4b, 4c e 4d

QgECOZH Qggcl{o Q§(COZH

4c e 4d (cis/trans)
Acido labd-8(17)-en-15-6ico 8-hidroxilabdan-15-al Acido labd-8(17),13-dien-15-6ico

Figura 24: Propostas das estruturas das substancias 4a, 4b, 4c e 4d
encontradas na fragdo HEMH 4

A analise por CG-EM das subfragcbes HEMH 6A, 6.B e 6.C (Figura 25, p. 68)
evidenciou a presenca dos diterpenos majoritarios (4a e 4d) contidos na fracao
HEMH 4 e notou-se que a proporcao entre as duas substancias nestas fracoes

variou a medida que a polaridade da fracao aumentou.
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5.3.4 Identificacao da substancia 4a

A partir do fracionamento da subfracdo 6G por CC foi possivel isolar a
substancia pura 4a, que foi analisada por CG-EM (Figura 26, p. 69) e RMN 'H e '°C.
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Figura 26: CIT (acima) e espectro de massas (abaixo) da subfracao HEMH
6.G1

A analise dos espectros de massas da subfracao HEMH 6.G1 sugeriu tratar-
se de um diterpeno da classe dos labdanos, o que pbéde ser confirmado pelos
espectros de RMN 'H e °C.

O espectro de RMN de 'H (Figura 27, p. 70) apresentou trés simpletos em &y
0,66, 0,79 e 0,86 e um dupleto em &y 0,97 correspondentes aos hidrogénios
metilicos em C-20, C-19, C-18 e C-16, respectivamente. Os simpletos largos em &y
4,46 e 4,79 foram atribuidos aos hidrogénios olefinicos (H-17a e b) caracteristicos
de uma ligacao dupla exociclica em C-8 (ROMERO, 2007; PACHECO et al., 2009).
As ampliacdes do espectro de RMN de 'H estéo disponiveis no anexo IV (p. 109 e
110).
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Figura 27: Espectro de RMN de 'H [(CDCls, 5(ppm)] da fragdo HEMH 6G.1

(substancia 4a)

No espectro de RMN de '°C de 4a (Figura 28, p. 71) foram observados 20
sinais, comprovando a natureza diterpénica da substancia. Os deslocamentos

quimcos de carbono em &¢ 148,72 e 106,17 foram atribuidos a presenca da ligacéao

dupla entre C-8 e C-17. O sinail em &¢ 178,61 corresponde ao grupo carbonila em C-

15. As ampliacdes do espectro de RMN de *C estéo disponiveis no anexo V (p. 111

a 114).
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Figura 28: Espectro de RMN de '3C [(CDCls, 8(ppm)] da fragdo HEMH 6G.1
(substancia 4a)

As atribuicbes dos atomos de hidrogénio e carbono-13 desta substancia
foram confirmadas pela anélise dos espectros de RMN 2D (COSY, HMQC e HMBC)
e comparagao com dados da literatura (ROMERO, 2007; BRANCO et al., 2004) .
Pelo mapa de contorno do espectro 'H-'H-COSY (Figura 29, p. 72) pode-se
observar as correlagdes entre os hidrogénios em &y 4,46 e 4,79 correspondentes
aos hidrogénios olefinicos em C-17 e entre dy 1,9 (H-6a) e 2,34 (H-7a). Além disso,
foram observadas correlacdes entre dy 1,72 (H-13) e 64 0,97 (3H-16) e entre &4 2,3
(H-14a) e 642,13 (H-14b).
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Através das correlagdes mostradas no espectro de HMQC (Figura 30 e 31, p.
73 e 74, respectivamente) foi possivel assinalar os deslocamentos quimicos de
todos os atomos de carbono hidrogenados conforme mostra a tabela 8 (p. 75).
Foram observadas correlacées entre os simpletos em &4 0,66, 0,79 e 0,86 com o0s
sinais de carbono em &6¢ 14,4; 21,67 e 33,57, correspondentes aos hidrogénios
metilicos ligados a C-20, C-19 e C18, respectivamente. Também houve correlagao
entre um dubleto em &y 0,97, atribuido a 3H-16 e o sinal &¢c 19,5 (referente ao
carbono C-16) e entre os multipletos em &y 1,08 (H-5) e 1,54 (H-9) com os
deslocamentos &c 55,49 (C-5) e 56,88 (C-9), respectivamente. A correlacédo
observada entre os simpletos largos em &4 4,79 (H-172a) e 4,46 (H-17b) com o sinal
0¢c 106,17 confirmou a presenca de uma dupla ligacao em C-17.
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Figura 30: Mapa de correlacdo HMQC da substancia 4a [(CDCls, &(ppm)]

73



£
I
H
=
=
=
=
=
o
=
=
=
=
B
=
=
3
=
e
o
s
[
E
]
= 2]
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
15 24 23 212 11 0 () LB L7 L& L5 L4 L3 1.2 L1 Lo o9 g a7 oG 050 (k]
Xz parts pr Milllon : 1H Tinusids)

Figura 31: Ampliacao do mapa de correlacdo HMQC da substancia 4a [(CDCls,
6(ppm)]



Tabela 8: Dados espectrais (54 e 5c) de RMN 'H e '*C para o diterpeno 4a
(CDCl3), incluindo os resultados dos experimentos heteronucleares 2D HMQC
("Hx"C-COSY-"JcH) e HMBC ("Hx'3C-COSY-"Jcy, n=2 e 3)

HMQC HMBC
C Sc On ?Jon *Jon
4 33,52 - 3H-18
8 148,72 -
10 39,65 -
15 178,61 - H-14a, H-14b
CH
55,49 1,08 3H-19, 3H-18
56,88 1,54 3H-20, H-17a, H-17b
13 30,69 1,72 H-14a, H-14b,
3H-16
CH;
1 39,03 3H-20
2 19,36
3 42,14 3H-19, 3H-18
6 24.4 1,91 (6a)
7 38,3 2,34 (7a) H-17a, H-17b
11 20,82
12 35,73 3H-16, H-14b
14 41,68 2,3/2,13 3H-16
17 106,17 4,79 (),
4,46 (s)
CH;
16 19,50 0,97 () H-14a, H-14b
18 33,57 0,86 (s) 3H-19
19 21,67 0,79 (s) 3H-18
20 14,4 0,66 (s)




A partir da analise do mapa de contornos HMBC (Figura 32, 33 e 34, p. 76, 77
e 78, respectivamente) foi possivel estabelecer correlacdo dos simpletos em &y 4,79
(H-17a) e 4,46 (H-17b) com os sinais dos carbonos em &¢ 56,88 (C-9) e 38,3 (C-7) e
dos hidrogénios em &y 2,3 (H-14a) e 2,13 (H-14b) com os sinais em &¢ 179,61 (C-
15), 30,69 (C-13) e 19,50 (C-16), além da correlagdo entre &y 2,13 (H-14b) com o
sinal em &¢ 35,73 (C-12). Os hidrogénios em &y 0,66 (3H-20) correlacionaram-se
com os carbonos &c 39,03 (C-1) e 56,88 (C-9) e houve correlagcdo entre os
hidrogénios em &y 0,79 (83H-19) com os sinais dos carbonos em &¢ 38,57 (C-18),
42,14 (C-3) e 55,49 (C-5). Também foram observadas correlacdées dos hidrogénios
em &y 0,86 (3H-18) com C-19 (6¢ 21,67), C-4 (6¢ 33,52), C-3 (6¢c 42,14) e C-5(6¢
55,49) e dos hidrogénios em 6y 0,97 (3H-16) com os carbonos C-13 (8¢ 30,69), C-12
(6¢ 35,73) e C-14 (¢ 41,68). Todas estas correlacdes estdo resumidas na tabela 8

(p. 75).
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Figura 34: Ampliagdo 2 do mapa de correlagdo HMBC da substancia 4a
[(CDCls, 5(ppm)]

De acordo com as correlacbes analisadas (Tabela 8, p. 75) entre sinais foi
possivel identificar a substancia 4a como sendo o diterpeno Acido labd-8(17)-en-15-
6ico. O valor de rotacdo 6tica obtido {[a]p?° = -11 (c 0,8; CHCIs)} indicou que este
diterpeno provém da série enantiomérica, tratando-se possivelmente do Acido ent-
labd-8(17)-en-15-6ico (Figura 37, p. 82), conhecido na literatura como Acido
eperuico (ROMERO, 2007).
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5.3.5 Identificacao da substancia 4d, em mistura com 4a

A subfracdo HEMH 6.A foi lavada com AcEtO e o precipitado branco obtido
(mistura de 4a e 4d) foi submetido a analises por RMN 'H e 3C.

O espectro de RMN de '*C (Figura 36, p. 81) da fragdo HEMH 6A apresentou
sinais caracteristicos de substancias com esqueleto labdano, indicando uma
possivel mistura de duas substancias, 4a e 4d. Os sinais correspondentes a
substancia 4d foram deduzidos a partir da eliminacdo dos sinais da substancia 4a
nos espectros de RMN de 'H e "*C da mistura (fracdo HEMH 6A).

O espectro de RMN de 'H (Figura 35, p. 80) apresentou trés simpletos em &y
0,70, 0,82, 0,89 e 2,18, correspondentes as metilas H-20, H-19, H-18 e H-16,
respectivamente. Os simpletos largos em oy 4,48 e 4,84 foram atribuidos aos
hidrogénios olefinicos da ligacao dupla exociclica H-17 e o sinal simples em &y 5,66,
corresponde ao hidrogénio olefinico H-14 da cadeia lateral da substancia 4d. As
ampliacdes do espectro de RMN de 'H estéo disponiveis no anexo VI (p. 115 e 116).
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Figura 35: Espectro de RMN de 'H [(CDCls, 3(ppm)] da fragdo HEMH 6A
(substancia 4a em mistura com 4d)

Os deslocamentos de carbono em &c 148,3 e 106,37 foram atribuidos a
presenca da ligacao dupla entre C-8 e C-17. O sinal em &¢ 171,7 corresponde ao
grupo carbonila em C-15. O deslocamento em &¢c 164,3 refere-se a ligacdo dupla
entre C-13 e C-14 do diterpeno 4d. Os deslocamentos quimicos de *C de 4d em
mistura foram concordantes com os dados reportados na literatura (CARMAN E
DUFFIELD, 1995) para o éacido labd-8(17),13-dien-15-6ico (Figura 37, p. 82), no
entanto, os dados obtidos ndo foram conclusivos para verificacdo da isomeria (cis ou
trans) uma vez que a substancia estava em mistura (Tabela 9, p. 82). A
identificacdo da substancia 4a contida na mistura ja foi discutida anteriormente.
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Tabela 9: Dados dos espectros de RMN '3C [400 MHz, CDCls, 5 (ppm) de 4d
e valores da literatura*

Posicao do , i ,
carbono 4d Acido labd-8(17),13E- Acido labd-8(17),13Z2-
dien-15-6ico dien-15-d6ico
1 39,08 39,0 38,9
2 19,38 19,3 19,4
3 42,12 421 42,1
4 34,01 33,6 33,6
5 55,52 55,5 55,5
6 24,45 24,4 21,7
7 38,37 38,3 38,3
8 148,30 148,3 148,3
9 56,17 56,1 56,1
10 39,72 39,7 40,1
11 21,72 21,7 21,5
12 40,12 40,1 34,1
13 164,31 164,2 164,1
14 114,64 114,6 114,8
15 171,76 171,7 172,1
16 19,24 19,2 24,4
17 106,37 106,3 106,4
18 33,6 33,6 33,6
19 21,51 21,5 19,2
20 14,48 14,5 14,5

PACHECO et al., 2009; CARMAN E DUFFIELD, 1995*.

COH

(4a) Acido ent-labd-8(17)-en-15-6ico  (4d) Acido labd-8(17),13-dien-15-6ico
Figura 37: Estruturas das substancias 4a e 4d.



5.3.6 Diterpenos labdanos

Os labdanos fazem parte dos diterpenos biciclicos (Figura 38, p. 83) e séo
encontrados como metabdlitos secundarios em tecidos de fungos, insetos,
organismos marinhos e, principalmente, em 6leos essenciais, resinas e tecidos de
plantas superiores (CHINOU, 2005).

Esta classe de diterpenos ja foi encontrada em varias familias de plantas tais
como: Acanthaceae, Alismaceae, Annonaceae, Apocynaceae, Aristolochiaceae,
Asteraceae, Caprifoliaceae, Cistaceae, Cupressaceae, Cyperaceae, Euphorbiaceae,
Lamiaceae (Labiatae), Leguminosae, Lythraceae, Meliaceae, Mimosaceae,
Nolanaceae, Pinaceae, Podocarpaceae, Polemoniaceae, Potamogetonaceae,
Rosaceae, Rhizophoraceae, Sapindaceae, Scrophulariaceae, Solanaceae,
Taxodiaceae, Velloziaceae, Verbenaceae, e Zingiberaceae (CHINOU, 2005).

Figura 38: Esqueleto basico dos labdanos

Diterpenos labdanos sao reguladores de crescimento de fungos e inibidores
do crescimento de plantas, além disso, apresentam alta atividade antibacteriana.
Comercialmente os labdanos sdo utilizados como fixadores naturais, modificadores
e locoes pela industria de perfumes, e como agente aromatizante na industria do
tabaco (ROMERO, 2007).

O acido labd-8(17),13-dien-15-6ico é um diterpeno caracteristico do género
Copaifera, encontrado em praticamente todos as amostras de Oleo-resina de
copaiba comerciais até entdo analisadas, desta forma muitos autores consideram
este composto um biomarcador de 6éleos de copaiba provenientes de varias

espécies de Copaifera (VEIGA et al.,, 1997). O acido labd-8(17)-en-15-6ico ja foi
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isolado de Moldenhawera nutans (Leguminosae) (DAVID et al., 1998), Aristolochia
ringens (Aristolochiaceae) (LARRAHONDO E ACEVEDO, 1990), Copaifera
cearensis (Leguminosae) (PINTO et al., 2000), entre outras espécies de familias
diversas.

Este é o primeiro relato da presenca destes diterpenos com esqueleto

labdano em uma espécie da familia Melastomataceae.

5.3.7 Consideracoes sobre a biossintese dos diterpenos labdanos

Os terpendides constituem uma grande variedade de substancias vegetais,
sendo este termo empregado para designar todas as substancias cuja origem
biossintética deriva de unidades isoprénicas do difosfato de isopentila (IPP)
(DEWICK, 2002). A unidade isoprénica, por sua vez, origina-se a partir do acido
mevalbnico. Os esqueletos carbbnicos dos terpendides sdo formados pela
condensacao cabecga-cauda de um numero variavel de unidades isoprénicas

(Esquema 1, p. 85).
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Esquema 1: Formacao de terpendides via condensacéo de unidades isoprénicas
(Fonte: DEWICK, 2002)

Os diterpenos sao produzidos pela condensacao do difosfato de farnesila

(FPP) com IPP dando origem ao difosfato de geranilgeranila (GGPP), precursor

aquiral e aciclico de uma grande variedade de diterpenos (Esquema 2, p. 86).
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Esquema 2: Formacao de Difosfato de geranilgeranila a partir do Difosfato de
farnesila (Fonte: DEWICK, 2002)

O precursor GGPP pode ser convertido em carbocations, tanto da série
normal (A) como da série enantiomérica (B) uma vez que 0s passos iniciais da
ciclizacao fornecem derivados com a configuracao 5a,108 ou 58,10a (Esquema 3, p.
87). Embora este modelo de condensacado seja considerado possuir significado
quimiosistematico e filogenético, algumas plantas contém diterpenos com ambas as
configuracdes, como por exemplo, a Agathis australis (Araucariaceae). Em outros
casos diferentes espécies do mesmo género possuem diterpenos com
configuracbes opostas como Podocarpus macrophyllus e P. ferrugineus
(Podocarpaceae) (SEIGLER, 1998).
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Esquema 3: Formagéao de intermediarios na biossintese de diterpenos
(Fonte: ROMERO, 2007)

A ocorréncia em uma mesma planta de substancias da série normal e
enantiomérica nao foi observada até 1968 quando Eklong reportou pela primeira vez
a co-ocorréncia de ladanos da série normal e enantiomérica em Oxystigma
oxyphyllum. Desde entado ja foram encontradas misturas enentioméricas em outras
espécies. Segundo Carman e Duffield (1993), em suas revisdes realizadas sobre
labdanos isolados de plantas, praticamente, todas as substancias pertencentes a
esta classe sao obtidos na forma racémica ou com uma mistura das duas séries
enantioméricas, um deles em excesso.

Os mecanismos biossintéticos que levam a planta produzir as duas séries,
seja na forma de mistura racémica e/ou com excesso enantiomérico, ainda é
desconhecido (ROMERO, 2007).
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6 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos, os caracteres morfoanatémicos da
folha e do caule de M. hatschbachii, considerados em conjunto, sao Uteis para a
descricao desta espécie, fornecendo subsidios a sua caracterizacao e taxonomia. A
presenca de tricomas glandulares pediculados, drusas de oxalato de célcio, cuticula
espessa, a disposicdao dos estbmatos e organizacdo dos feixes vasculares podem
servir de auxilio na caracterizagdo da espécie. Desta forma foi possivel preencher
uma lacuna que existia com relacdo a morfo-anatomia de uma espécie endémica do
semi-arido baiano.

A andlise por CG-MS do extrato cuticular extraido das folhas de M.
hatschbachii indicou a presenca de alcanos e diterpenos, enquanto a analise do
extrato glandular por CLAE-DAD revelou a presenga de flavondide e derivados
benzénicos.

A composicdo quimica do extrato hexanico total apresentou componentes
contidos também na cera epicuticular, indicando que a origem dos diterpenos
encontrados esteja, provavelmente, na superficie externa das folhas ao invés de
fazer parte dos constituintes internos.

Através da obtencao do perfil cromatografico por CG e posterior uso de CG-
EM para determinacdao do perfil quimico, baseado na analise de padroes de
fragmentacdo e comparacdo com dados da literatura, foram detectados, no extrato
hexanico de Microlicia hatschbachii, uma série homoéloga de hidrocarbonetos,
ésteres de metila e acidos carboxilicos, além de 4 diterpenos com esqueleto do tipo
labdano. O uso de métodos fitoquimicos levou ao isolamento de dois diterpenos, os
quais foram identificados por espectrometria de massas e RMN uni ('H e °C) e
bidimensional (COSY, HMQC E HMBC) como sendo o acido ent-labd-8(17)-en-15-
oico e acido labd-8(17),13-dien-15-6ico (em mistura binaria). Este é o primeiro relato
da presenca de diterpenos do tipo labdano na familia Melastomataceae e o primeiro
estudo fitoquimico realizado com a espécie M. hatschbachii.
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ANEXOS

Anexo I: Cromatograma de ion totais (CIT) da fracdo HEMH 2 (acima) e
espectros de massas dos picos 1a-1p (abaixo)
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Anexo lI: Cromatograma de ion totais (CIT) da fracdo HEMH 3 (acima) e
espectros de massas dos picos 2a-2¢ (abaixo)
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Anexo lll: Cromatograma de ion totais (CIT) do precipitado da fragdo HEMH 5
(acima) e espectros de massas dos picos 3a-3c (abaixo)
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Anexo IV: Ampliacdes do Espectro de RMN de 'H [(CDCls, 5(ppm)] da fracdo
HEMH 6G.1 (substancia 4a)
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Anexo IV (continuacdo): Ampliacdes do Espectro de RMN de 'H [(CDCls,
O(ppm)] da fragdo HEMH 6G.1 (substancia 4a)
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Anexo V: Expansdes do espectro de RMN de *C [(CDCls, 5(ppm)] da fracdo
HEMH 6G.1 (substancia 4a)
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Anexo V (continuacdo): Expansées do espectro de RMN de *C [(CDCls,
O(ppm)] da fragdo HEMH 6G.1 (substancia 4a)

(Thousands)
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Anexo V (continuacdo): Expansdes do espectro de RMN de *C [(CDCls,
o(ppm)] da fragdo HEMH 6G.1 (substancia 4a)
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Anexo V (continuacdo): Expansées do espectro de RMN de *C [(CDCls,
O(ppm)] da fragdo HEMH 6G.1 (substancia 4a)
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Anexo VI: Ampliacdes do Espectro de RMN de 'H [(CDCls, 5(ppm)] da fragdo
HEMH 6A (mistura 4a e 4d)
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Anexo VI (continuacdo): Ampliacdes do Espectro de RMN de 'H [(CDCls,
O(ppm)] da fragdo HEMH 6A (mistura 4a e 4d)
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